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RESUMEN 
El pescado es uno de los productos alimenticios básicos más comercializados 
en el mundo y desempeña un papel importante en la seguridad alimentaria y nutritiva, 
por ser una fuente de ácidos grasos omega 3 de cadena larga (EPA y DHA). El creciente 
interés por esta fuente de ácidos grasos ha incrementado su precio y, con ello, los costos 
de producción en la acuicultura. Todo esto ha llevado a la búsqueda de nuevas fuentes 
alternativas de ácidos grasos omega 3 de cadena larga para reemplazarlos. 
El objetivo de esta tesis fue investigar los efectos producidos en el metabolismo 
de los ácidos grasos y en los procesos de estrés en la Tilapia del Nilo (Oreochromis 
niloticus), al sustituir el aceite de pescado (fuente de ácidos grasos omega-3 de cadena 
larga) de su dieta por aceites vegetales (aceite de lino, aceite de girasol y aceite de 
girasol alto-oleico). 
Utilizando muestras de cerebro, músculo e hígado, se evaluaron los perfiles de 
expresión génica por Differential Display y la expresión relativa de genes candidatos 
mediante RT-PCR cuantitativa. Los resultados mostraron que las dietas basadas en 
aceites vegetales produjeron un aumento significativo en la expresión de genes que 
participan en la elongación y desaturación de los ácidos grasos (que permiten la 
conversión de ácidos grasos esenciales linoleico y linolénico en PUFA de cadena larga: 
AA, EPA y DHA) y una disminución en la expresión de enzimas que se activan en 
situaciones de estrés por osmorregulación, choque térmico y respuesta inmune. 
Estos resultados aportan una prueba más de que es posible sustituir el aceite 
de pescado por aceites vegetales en la dieta de Tilapia del Nilo, sin generar efectos 
negativos en el bienestar animal. 
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ABSTRACT 
Fish is one of the most traded food commodity in the world and plays an 
important role in food and nutrition security, as a source of omega-3 fatty acids (n-3 
HUFAs, including EPA and DHA). The growing interest in this source of fatty acids has 
increased its price and thereby production costs in aquaculture. All this has led to the 
search for alternative sources of omega-3 fatty acids to replace them.  
The aim of this thesis was to investigate the effects on the metabolism of fatty 
acids and the processes of stress in Nile Tilapia (Oreochromis niloticus), by replacing fish 
oil (source of omega-3 fatty acids) from their diet with vegetable oils (linseed oil, 
sunflower oil and high-oleic sunflower oil). 
Using samples of brain, muscle and liver, gene expression profiles were 
evaluated by Differential Display, and relative expression of candidate genes by 
quantitative RT-PCR. The results showed that the vegetable oil-based diets produced a 
significant increase in the expression of genes involved in the elongation and 
desaturation of fatty acids (which allow the conversion of linoleic and linolenic essential 
fatty acids in HUFA: AA, EPA and DHA) and a decrease in the expression of enzymes 
which are activated under stress by osmoregulation, thermal shock and immune 
response. 
These results provide further evidence that it is possible to replace fish oil by 
vegetable oils in the diet of Nile Tilapia, without any adverse effects on animal welfare. 
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1. INTRODUCCIÓN: 
En el siglo XXI se han desarrollado importantes avances en nutrición, salud y 
genética; áreas de estudio como genética nutricional, nutrigenética y nutrigenómica, 
estudian las interacciones entre la dieta y la genética y los mecanismos que intervienen 
en ella (Ordovás y Corella, 2004; Ulloa y col., 2011). Las enfermedades de origen 
genético dependen de una compleja interacción entre el genoma humano y factores 
ambientales y conductuales. Utilizando la información molecular que se tiene a la fecha 
sobre los procesos biológicos, se está adquiriendo conocimientos sobre la interacción 
entre genes y su activación o bloqueo, como las proteínas influyen en los procesos 
metabólicos y los factores que participan en eventos moleculares. Gracias a todos estos 
nuevos avances y los diversos enfoques genéticos multidisciplinarios, se ha dado paso 
al desarrollo de nuevas disciplinas basadas en la alimentación y la nutrición ya que 
resulta imposible agrupar y explicar los procesos moleculares que gobiernan la salud en 
una sola disciplina. 
La Nutrigenética, Nutrigenómica, Proteómica, Metabolómica y Transciptómica, 
por tanto, son ciencias emergentes que estudian las relaciones entre salud, nutrición y 
herencia genética desde enfoques distintos. 
 
1.1.  Acuicultura 
La acuicultura es un término amplio que engloba las actividades de producción, 
desarrollo y comercialización de organismos acuáticos, animales o vegetales de aguas 
dulces o saladas (Barnabe, 1990). Según la FAO “La acuicultura es la cría y cultivo de los 
organismos acuáticos, ya sean peces, moluscos, crustáceos o plantas acuáticas. El cultivo 
implica algún tipo de intervención en el proceso para incrementar la producción, por 
ejemplo el almacenamiento regular, la alimentación, la protección contra los 
depredadores, etc. El cultivo implica también la propiedad individual o colectiva del 
stock explotado.” (FAO, 1999). 
INTRODUCCIÓN 
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Es el sector de mayor crecimiento en la producción de alimento, responsable 
de cerca del 50% de la oferta mundial del pescado (FAO, 2006). En las últimas tres 
décadas (1980-2010), la producción mundial de peces comestibles procedentes de la 
acuicultura se ha multiplicado por 12. En el año 2010, la producción acuícola alcanzó un 
máximo histórico de 60 millones de toneladas destinadas casi en su totalidad al consumo 
humano (FAO, 2012). 
1.1.1. Tilapia: Distribución geográfica, Importancia y Taxonomía. 
Las tilapias son endémicas de África, Jordania e Israel y se han descrito más de 
70 especies (McAndrew, 2000; Froese y Pauly, 2010), sin embargo, son sólo 9 las 
especies que cuentan con importancia trascendente en la acuicultura (FAO, 2004). Los 
géneros Oreochromis, Tilapia y Sarotherodon son los más conocidos (McAndrew, 2000), 
según Trewavas (1983), esta división se basa principalmente en sus hábitos 
reproductivos. En el caso del género Oreochromis sp., son las hembras las que 
exclusivamente incuban en la cavidad bucal sus huevos, a diferencia de los otros dos 
géneros. La mayor parte de tilapia del género Oreochromis se encuentra en África y en 
menor medida en Asia, desde donde se han introducido a otras partes del mundo en 
agua dulce y salobre. Se les considera como peces omnívoros ya que son capaces de 
alimentarse de fitoplancton, perifiton, zoobentos, zooplancton, detritus, y partículas 
suspendidas ricas en micro algas y detritos (Dempster y col., 1993; Azim y col., 2003; 
Rakocy, 2006). 
En Europa, el Reino Unido es el principal mercado de la tilapia, aunque también 
se comercializa en Francia, Bélgica, Alemania, Holanda y en menor cantidad en España. 
Aunque gran cantidad de la tilapia que se comercializa en Europa proviene de las 
importaciones, algunos países como Bélgica, Reino Unido, Francia, Alemania, Noruega y 
Dinamarca se dedican a su producción y cultivo (FAO, 2004). Si bien es cierto que en un 
principio, la tilapia fue considerada por la acuicultura como un medio para producir 
proteína barata por su tolerancia a aguas de baja calidad, corto ciclo reproductivo y por 
ser omnívoro (Ali y Al-Asgah, 2005), en la actualidad, la tilapia ha llegado a ser el tercer 
grupo más importante de peces cultivados, tras las especies de carpa y salmón, gracias 
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a sus extraordinarias cualidades como crecimiento acelerado, tolerancia a densidades 
poblacionales, adaptación al cautiverio o resistencia a enfermedades (FAO, 2010).  
Dentro del género Oreochromis, las especies más comerciales son la tilapia del 
Nilo (Oreochromis niloticus), la tilapia de Mozambique (Oreochromis mossambicus) y la 
tilapia azul (Oreochromis aureus). La tilapia del Nilo (Figura 1.1) es la especie de tilapia 
más cultivada (más del 80% de la producción total) (Hempel, 2002), y responsable de un 
aumento significativo en la producción mundial de la acuicultura ya que ha contribuido 
con 1.27 MTM en el año 2000 y en un 3,57% de la producción de la acuicultura mundial 
(Fitzsimmons, 2003; Gupta y Acosta, 2004).  
 
Figura 1.1. Tilapia (Oreochromis niloticus L.) 
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1.1.2. La Tilapia como modelo animal. 
Los peces son el primer grupo de vertebrados que apareció en el periodo 
Devónico y representan el grupo de vertebrados más diverso. Presentan un sistema 
inmune con una alta capacidad de respuesta adaptativa al entorno y alta homología 
cuando se les compara con el sistema inmune de los mamíferos, por ejemplo, muchas 
componentes del sistema inmune en mamíferos como macrófagos, linfocitos B y T, 
receptores, macrófagos, citokinas, vías de interferón, etc, se encuentran también en 
peces (Rauta y col., 2012). 
La utilización de peces en la experimentación ha aumentado en los últimos años 
espectacularmente por ser muy apropiado para estudios relacionados con la salud 
humana, la alimentación y la biotecnología. A partir de la década de los 90, los peces 
han sido cada vez más utilizados como modelos experimentales en estudios de 
biomedicina y genómica. En la actualidad, en la mayoría de laboratorios dedicados a la 
biología del desarrollo y expresión génica se usan como modelo animal y sigue siendo 
importante su utilización como centinelas o bioindicadores del cambio ambiental. 
Entre la gran diversidad de peces existentes, el pez cebra (Danio rerio) es el 
principal elegido como modelo animal en procesos biológicos por su alto grado de 
semejanza genética y fisiológica con el ser humano en procesos fundamentales, como 
por ejemplo el cáncer. El pez cebra está propuesto también como un excelente 
organismo centinela de monitoreo ambiental y como organismo modelo para 
comprender fenómenos fisiológicos y genéticos de peces.  
Considerando algunas de las ventajas que debe tener una especie como 
“modelo animal”, la tilapia podría ser considerada como tal, ya que es un organismo que 
se adapta fácilmente al cautiverio (Watanabe y col., 2002), es de crecimiento acelerado 
y de desarrollo sexual  precoz (4 y 6 meses) y un periodo productivo que suele durar 
entre 6 y 12 meses (Hulata y col., 1986), se adaptan con facilidad a una amplia gama de 
alimentos, son capaces de tolerar factores estresantes, son poco susceptibles a 
enfermedades y pueden ser manipuladas genéticamente (Wohlfarth y col., 1990). Entre 
otras ventajas importantes, podemos mencionar también su alta capacidad de 
resistencia a condiciones ambientales adversas como por ejemplo su tolerancia a las 
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bajas concentraciones de oxígeno y a la alta densidad poblacional (Popma y Masser, 
1999). 
Entre algunos de los trabajos que utilizan a los peces como animal de 
laboratorio, podemos citar a la tilapia (Oreochromis niloticus) y al pez de la india Wallago 
attu, utilizados en estudios de impacto ambiental, para medir el stress oxidativo y la 
contaminación acuática por metales pesados y contaminantes orgánicos e inorgánicos 
(Almeida y col., 2002; Pandey y col., 2003; Zagal y Mazmanci, 2011; Abdel-Moneim, y 
col., 2012). En estudios farmacéuticos, el pez medaka (Oryzia latipes) y la tilapia 
(Oreochromis niloticus), han sido utilizados como modelo para evaluar los daños 
producidos en el organismo por contaminación acuática a causa del ibuprofeno y el 
diclofenaco (Hong y col., 2007; Ragugnetti y col., 2011). En estudios sobre 
susceptibilidad a los patógenos y modificación en la expresión de genes en el sistema 
inmune por efectos de cantidades elevadas de glucocorticoides se utilizó al lenguado 
senegalés (Solea senegalensis) (Salas-Leiton y col., 2012) y al pez cebra (Danio rerio) que 
ha sido clonado y caracterizado para los estudios de una elongasa con gran actividad 
C18-20 y una única desaturasa que presenta actividad delta 6 y delta 5 (Tocher y col., 
2003). 
1.1.3. Avances en la genómica de especies acuícolas. 
El desarrollo logrado en el campo de la genómica en peces es notablemente 
inferior al de otras especies, debido principalmente al superior valor económico y/o 
científico de estas. Hasta no hace muchos años, la investigación acuícola se centraba 
principalmente en especies que por sus características servían de organismos modelo, 
es el caso del pez cebra (Danio rerio), fugu (Takifugu rubripes) y puffer verde o moteado 
(Tetraodon nigroviridis), utilizados en biología del desarrollo, genómica nutricional y en 
comparaciones genómicas con humanos (Nusslein-Volhard, 1994; Roest Crollius y col., 
2000; Rothenberg, 2001; Robison y col., 2008). 
A partir del año 2000, la publicación de los genomas de cinco especies de 
teleósteos: Danio rerio (http://www.ensembl.org), Takifugu rubripes (Aparicio y col., 
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2002), Tetraodon nigroviridis (Jaillon y col., 2004), Oryzias latipes (Naruse y col., 2000; 
Kasahara y col., 2007; Ahsan y col., 2008) y Gasterosteus aculeatus (Jones y col., 2012), 
y el desarrollo de la industria piscícola (Bostock y col., 2010), ha motivado un creciente 
interés en la investigación sobre los genomas de especies de importancia económica en 
la acuicultura. Las principales investigaciones se han venido centrando en el rendimiento 
de los caracteres productivos, el impacto ambiental, la resistencia a enfermedades, 
tolerancia al frío, a la salinidad y a los bajos niveles de oxígeno disuelto (Burridge y col., 
2010; Long y col., 2013; Rico y col., 2012; Miranda y col., 2013). 
Utilizando las nuevas tecnologías genómicas y los marcadores moleculares, 
será posible desarrollar estudios poblacionales de especies en peligro de extinción, 
aplicar la selección asistida por marcadores (MAS), desarrollar mapas genéticos y de 
ligamiento, identificar el loci para una característica cuantitativa (QTL) de importancia 
económica, el diagnóstico y desarrollo de vacunas, la identificación de secuencias de 
organismos transgénicos y la selección de cultivos y trazabilidad de los peces y sus 
derivados (Liu, 2007). 
Entre las principales especies comerciales estudiadas tenemos al salmón del 
atlántico (Salmo salar) (Rise y col., 2004; Thorsen y col., 2005; Davidson y col., 2010; 
Leong y col., 2010; Lien y col., 2011), trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) (Rexroad III 
y col., 2008; Govoroun y col., 2006; Guyomard y col.,  2006; Genet y col.,2011), pez gato 
(Ictalurus punctatus) (Li y col., 2007; Xu y col., 2007), dorada (Sparus auratus) (Franch y 
col., 2006; Senger y col., 2006; Sarropoulou y col.,2007; Kuhl y col., 2011), lubina 
(Dicentrarchus labrax) (Whitaker y col., 2006; Chistiakov y col., 2008), y el bagre 
(Ictalurus punctatus) (Liu, 2003) (Ulloa y col., 2011; Zhang y col., 2013). 
Dentro del grupo de los peces, es importante mencionar a los Cíclidos y entre 
ellos tres géneros de Oreochromis sobre los que se está centrando los estudios 
genómicos: O. niloticus, O. aureus y O. mossambicus. Estas tilapias, se utilizan como 
modelos en estudios de biología de la evolución gracias a su diversidad morfológica, 
comportamiento y ecología. Además, destacan también por ser especies extensamente 
cultivadas en acuicultura debido a su rápida adaptación a diversos ambientes, medios 
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de cultivo, tolerancia a situaciones de estrés, salinidad elevada y baja cantidad de 
oxígeno.  
Los estudios genómicos en tilapia han proporcionado hasta la fecha mapas 
genéticos basados en microsatélites (Kocher y col., 1998; Lee, y col., 2005; Liu y col., 
2013), mapas físicos basados en huellas digitales BAC (Katagiri y col., 2005; Soler y col., 
2010), la secuencia del ADN mitocondrial (He, y col., 2011) y secuencias expresadas 
(expressed sequence tag -EST) (Lee y col., 2010). En febrero del 2012, utilizando el ADN 
de una línea de tilapia desarrollada en el Instituto de Acuicultura de la Universidad de 
Stirling, los científicos del Broad Institute of Cambridge secuenciaron con éxito el 
genoma completo de tilapia del Nilo. Este es la primera especie de pez de cultivo 
comercial que tiene su genoma secuenciado 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AERX00000000). 
En la actualidad, se están desarrollando microarrays para el estudio de los 
cambios de expresión génica en respuesta a factores ambientes que incluyan estrés, 
temperatura, salinidad, enfermedades y contaminantes ambientales (Byon 2005; Aoki y 
col., 2010; Bougas y col., 2013; Christhiansen y col., 2013). 
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1.2. Nutrición en Acuicultura 
La producción mundial del cultivo de especies acuáticas comestibles en el año 
2010 fue de 59,9 millones de toneladas, lo cual supuso un aumento de un 7,5% con 
respecto a los 55,7 millones de toneladas en el año 2009. Teniendo en cuenta el ritmo 
al que crece la población, en el año 2020 se estima que el mundo necesitará incrementar 
su producción mundial de alimentos acuáticos en 23 millones de toneladas para 
mantener el nivel actual de consumo per cápita. Este suministro complementario 
deberá provenir de la acuicultura. La satisfacción de la futura demanda de alimentos de 
la acuicultura dependerá en gran parte de la disponibilidad de piensos de calidad en las 
cantidades necesarias. El estudio sobre la disponibilidad y el uso de ingredientes de 
piensos acuícolas se centra a menudo en los recursos de harina y aceite de pescado 
(incluido el pescado de bajo valor), aunque considerando las tendencias pasadas y las 
predicciones para el futuro, resulta más probable que la sostenibilidad del sector 
acuícola dependa estrechamente del suministro constante de fuentes de carbohidratos, 
aceites y proteínas de animales y plantas terrestres para piensos acuícolas (FAO, 2012). 
Una dieta, en líneas generales, se considera como “ideal” si cubre todos los 
requerimientos necesarios para mantener la salud de los individuos. Debe proveer 
energía para cubrir los procesos metabólicos de tal forma que permita el crecimiento y 
la reproducción óptima del individuo, debe producir efectos que permitan generar 
resistencia al stress y a las enfermedades y finalmente, el gasto de energía requerido 
para su adquisición, ingestión, digestión y asimilación debe ser el mínimo posible 
(Trichet 2010; Oliva-Teles, 2012). Por el contrario, el consumo de una dieta inadecuada 
conllevará a una reducción o cese del crecimiento y una pérdida de peso de los 
organismos que puede verse reflejada en una variedad de respuestas fisiológicas y 
patológicas (Robaina y Schuchardt, 2009).   
Los peces, en estado silvestre tienen a su disposición una amplia y variada gama 
de nutrientes, sin embargo, los peces cultivados obtendrán los nutrientes a partir de los 
piensos o dietas, la cual deberá contar con los nutrientes y la energía necesaria para 
lograr una nutrición equilibrada que permita el adecuado crecimiento del cultivo 
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(Robaina y Schuchardt, 2009). Toda dieta que se le suministre al cultivo de peces deberá 
ser formulada teniendo en cuenta los cinco grupos de nutrientes: vitaminas, minerales, 
carbohidratos, lípidos y proteínas. La concentración de éstas dependerá de la especie y 
de sus requerimientos, de la edad, talla, y tasa de crecimiento además de las condiciones 
medioambientales e interacción de los nutrientes (Sargent y col., 1995, 1999, 2002). Por 
ejemplo, los peces carnívoros y herbívoros difieren en su capacidad de utilizar los 
carbohidratos complejos o los piensos vegetales (Halver, 1976). 
Entre las principales vitaminas, la C y E actúan como antioxidantes (ralentizando 
la degradación de los aceites de pescado), además, la vitamina C interviene en el 
mantenimiento de la integridad del colágeno del tejido conectivo. La vitamina A 
interviene en la visión, la vitamina D es la responsable de la integridad de los huesos y 
la vitamina K de la coagulación sanguínea y de la integridad de la piel (Jauncey, 2000). 
Los minerales juegan un papel importante en procesos metabólicos como la 
osmoregulación, en el equilibrio ácido base y en la transmisión de impulsos nerviosos y 
contracción muscular. La gran diferencia con los animales terrestres es que los peces 
pueden utilizar los minerales disueltos en el agua a través de las branquias o incluso a 
través de toda la superficie corporal, sin embargo los minerales absorbidos del agua no 
satisfacen el requerimiento total, por lo que es necesario agregar minerales en la dieta. 
Entre los principales minerales encontramos al calcio, sodio, potasio, cloro, fósforo, 
magnesio, manganeso, hierro, zinc y cobre (Jauncey, 2000). 
Las proteínas, constituidas por aminoácidos, son utilizadas como una fuente de 
energía e intervienen en el crecimiento de los peces. Existen ciertos aminoácidos que no 
pueden ser sintetizados por los peces y son los llamados "aminoácidos esenciales" que 
deberán ser administrados en la dieta, estos aminoácidos son: arginina, histidina, 
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenil-alanina, treonina, triptofano y valina. Las 
cantidades requeridas de estos aminoácidos esenciales varían en gran medida entre los 
hábitos alimenticios de las especies, su exceso o deficiencia pueden tener efectos 
negativos en el crecimiento o la supervivencia de los peces (Moyle y Cech, 2000; Oliva-
Teles, 2012). 
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En los ecosistemas naturales acuáticos, los carbohidratos y los lípidos 
constituyen una fuente de energía para los peces. Los lípidos pueden ser de origen 
animal o vegetal, mientras que los carbohidratos se encuentran casi exclusivamente en 
plantas. Dentro de los carbohidratos, los monosacáridos son los más digeribles, seguidos 
en orden por los disacáridos, polisacáridos simples, dextrinas, almidones cocidos y 
almidones crudos (Halver, 1976). Aunque como fuente de energía los carbohidratos 
resultan más económicos frente a los lípidos, la cantidad de energía que puede 
obtenerse de ellos es pequeña, por otro lado los estudios demuestran que la eficiencia 
de su aprovechamiento es mejor en especies herbívoras y omnívoras (como la carpa, el 
bagre o la tilapia) comparado con especies carnívoras (salmón, trucha, lubina, tiburones) 
(Akiyama 1988; Degani y col., 1997; Oliva-Tales, 2012). 
Una forma poco frecuente de adquirir energía en algunos peces herbívoros y 
omnívoros como las anchovetas (Engraulidae), el bagre marino (Arius felis), la carpa 
común o europea (Cyprinus carpio) y el sábalo (Dorosoma cepedianum) es a través de 
las bacterias intestinales que rompen los tejidos vegetales, como la celulosa y otros 
azúcares. Los productos nutritivos obtenidos de la fermentación bacteriana de celulosa, 
fibra, almidón y azúcares son los ácidos grasos volátiles, que son rápidamente 
absorbidos y contribuyen sustancialmente a los requerimientos de energía de estos 
peces. Los lípidos constituyen la mayor fuente de energía de aprovechamiento 
inmediato para los peces con un valor específico de energía alto (8.0Kcal/g) (Halver, 
1976).  Además, proporcionan ácidos grasos esenciales que son utilizados en la 
formación de grasas o aceites (triglicéridos) que van a ser almacenados para utilizarlos 
posteriormente como fuente de energía. Un ejemplo de ello es el salmón del pacífico, el 
cual acumula grasa para los períodos en que migrará río arriba para reproducirse. 
Igualmente, los peces en inanición pueden utilizar la proteína y los lípidos del cuerpo 
como fuentes de energía (Moyle y Cech, 2000). 
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1.2.1. Las Fuentes de grasa en la alimentación. 
El sector de la acuicultura depende en gran medida de la pesca de captura 
marina para el abastecimiento de insumos nutricionales en la fabricación de los piensos 
para cultivos acuícolas, especialmente de especies omnívoras, carnívoras y crustáceos. 
Uno de los componentes fundamentales del pienso es el aceite de pescado, principal 
fuente de ácidos grasos esenciales altamente poliinsaturados (HUFA) omega-3 que 
proveen energía a los peces y que no afectan a la composición lipídica ni a las 
características organoléptica de la canal de los peces (Sargent y col., 2002). Tacon y 
Metian (2008) estimaron que en el año 2006 el sector de la acuicultura utilizaba el 88,5% 
de la producción de aceite de pescado y se cree que a largo plazo el sector de la 
acuicultura usará cantidades cada vez mayores debido a su crecimiento, especialmente 
en Europa (Turchini, y col., 2009). Cabe señalar sin embargo, que en los últimos años se 
viene incluyendo nuevas fuentes de ácidos grasos de origen animal o vegetal (Hardy, 
2008; Turchini y col., 2009; Oliva-Teles, 2012) debido al incremento del coste del aceite 
de pescado y con el fin de mejorar la utilización sostenible de los recursos marinos (FAO 
2012). 
Entre los aceites vegetales que pueden ser utilizados como fuentes de ácido 
graso y en especial del ácido linoleico tenemos el aceite de colza, maíz, girasol, soja y de 
palma. A diferencia del ácido linolénico que solo se puede encontrar en el aceite de 
linaza (Turchini y col., 2009). Del mismo modo, es importante mencionar que los aceites 
vegetales contienen también pequeñas cantidades de fitosteroles cuya propiedad más 
importante es la de reducción la absorción del colesterol en los intestinos (Ostlund y 
col., 2003) proporcionando de ésta manera beneficios en la salud.  
1.2.2. Los ácidos grasos. 
A través del tiempo se ha producido cambios en los hábitos alimenticios, 
fundamentalmente en el tipo de grasa consumida. Se ha producido un aumento en el 
consumo de grasa animal saturada frente al de grasas insaturadas procedentes de 
alimentos vegetales y productos marinos (Sheehy y Sharma, 2010; Austin y col., 2011). 
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Este cambio en la composición de la dieta determina en gran medida la composición de 
los ácidos grasos de los tejidos, el metabolismo y la salud del ser humano (Simopoulos, 
1999; Devlin, 2004). En peces, al igual que en los mamíferos, los requerimientos para el 
buen desarrollo y funcionamiento corporal pasan por el aporte en la alimentación de los 
ácidos grasos que juegan un papel fundamental en el suministro de energía, función 
muy importante ya que la mayoría de los peces digieren mal los glúcidos complejos 
(Guillaume, 2004).  
Los ácidos grasos están formados por una larga cadena hidrocarbonada lineal 
de diferente longitud o número de átomos de carbono y en cuyo extremo se sitúa un 
grupo carboxilo. La configuración más sencilla de un ácido graso es una cadena lineal 
completamente saturada, la fórmula básica es CH
3
-(CH
2
)n-COOH (Ziegler y Filer, 1996; 
Devlin, 2004). Los ácidos grasos más comunes de los sistemas biológicos tienen un 
número par de átomos de carbono, aunque algunos organismos sintetizan ácidos grasos 
con un número impar de carbonos. La mayor parte de los ácidos grasos en plantas y 
animales superiores tienen 16, 18 ó 20 átomos de carbono, si bien hay varios con 
cadenas más largas y se encuentran principalmente en los lípidos del sistema nervioso 
como es el caso del ácido de nervónico y el ácido docosahexaenoico (Devlin, 2004). 
El almacenamiento de los ácidos grasos para su utilización futura suele ser en 
forma de ésteres de glicerol, como los triacilgliceroles en los que tres grupos de hidroxilo 
del glicerol están esterificados con un ácido graso. Una de las propiedades más 
significativas de los ácidos grasos y de los triacilgliceroles es su falta de afinidad por el 
agua, esta naturaleza hidrófoba los hacen compuestos eficientes para ser la principal 
reserva energética en los animales y vegetales (Devlin, 2004; Melo y Cuamatzi, 2006). 
Tanto la dieta como la biosíntesis suministran los ácidos grasos requeridos por 
el organismo para la obtención de energía y la construcción de estructuras biológicas 
complejas. Debido a que muchos mamíferos superiores, son incapaces de producir 
ácidos grasos con dobles enlaces muy cerca del extremo metilo de la molécula, es muy 
importante suministrar proporciones adecuadas de ácidos grasos con grados de 
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insaturación relativamente elevados como son el ácido linoleico y el ácido linolénico, 
esenciales en la dieta por ser los precursores de dos series de ácidos grasos 
poliinsaturados (Devlin, 2004). 
 
1.2.2.1. Estructura Química. 
Los ácidos grasos están constituidos por una cadena hidrocarbonada 
hidrofóbica de longitud variable que están unidos entre sí por un enlace covalente 
sencillo o doble denominado insaturaciones. Presentan en un extremo terminal un 
grupo carboxilo (-COOH) hidrofílico (carbono alfa- α-) y en el otro un grupo metilo (CH3-
) (Figura 2). El grupo carboxilo es reactivo y forma fácilmente uniones de tipo éster con 
grupos alcohol de forma que la reacción con el colesterol o el glicerol da lugar a ésteres 
de colesterol y acilgliceroles respectivamente (García, 2007). 
 
Figura 1.2. Estructura química de los ácidos grasos. 
 
1.2.2.2. Nomenclatura 
El nombre común de los ácidos grasos ha sido aceptado para su uso en la 
nomenclatura oficial. En la tabla 1.1 se presentan algunos ejemplos de los principales 
ácidos junto con el nombre sistemático. La abreviatura oficial consiste en el número de 
átomos de carbono seguido por dos puntos y el número de dobles enlaces. Los átomos 
de carbono se numeran a partir del carbono carboxílico (como número 1) y la 
localización de los dobles enlaces se designa por el número del átomo de carbono donde 
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éste empieza, contando a partir del extremo carboxilo del ácido. Así, el ácido oleico (AO) 
se designa como 18:1(9) ó 18:1n-9; donde el número 18 nos indica el número de 
carbonos, el 1 el número de dobles enlaces y el 9 que el doble enlace se sitúa entre el 
9º y el 10º carbono contando desde el extremo –COOH. En algunos casos es también 
común nombrar a los ácidos grasos reemplazando la letra n por la letra griega omega 
(ω), así, un ácido graso ω-3 será el que tenga su primer doble enlace entre los carbonos 
3 y 4, y un ácido graso ω-6 tendrá el primer doble enlace entre los carbonos 6 y 7, 
siempre a contar desde el extremo CH3– (Figura 1.3). Otra forma alternativa de nombrar 
a los ácidos grasos es usar la nomenclatura delta (∆), la cual describe la longitud de la 
cadena, el número y la posición del doble enlace desde el extremo final carboxilo, por 
ejemplo el ácido linoleico (LA) 18:2n-6 es 18:2∆9,12 ó ∆9,12-18:2, el ácido araquidónico 
(AA) 20:4n-6 es 20:4∆5,8,11,14 ó ∆5,8,11,14-20:4 y el ácido docosahexaenoico (DHA) 22:6n-
3 es 22:6∆4,7,10,13,16,19 ó ∆4,7,10,13,16,19-22:6  (Bell y Koppe, 2011; Turchini, y col., 2011). 
Otra nomenclatura muy usada consiste en denominar a los ácidos grasos por su forma 
común: ácido palmítico, esteárico, oleico, linoleico, etc. (Calder y Field, 2002). En la 
figura 1.4 se muestra un ejemplo con las diferentes nomenclaturas de los principales 
ácidos grasos  
 
Figura 1.3. Estructura del ácido linolénico mostrando los sistemas de nomenclatura. 
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Tabla 1.1. Nomenclatura de los principales ácidos grasos. Modificada de Calder y Field, 2002 
 
NOMBRE COMUN NOMBRE IUPAC ESTRUCTURA QUIMICA ABREVIATURA SERIE 
Ácido Palmítico  Ácido Hexadecanoico  CH3(CH2)14COOH  C16:0   
Ácido Palmitoleico  
Ácido  9-
Hexadecanoico  
CH3(CH2)5CH=CH(CH2)7COOH  C16:1(9)  
Ácido Esteárico  Ácido Octadecanoico  CH3(CH2)16COOH  C18:0   
Ácido Oleico (OA)  Ácido 9-Octadecenoico  CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH  C18:1(9)  ω-9  
Ácido Linoleico (AL)  
Ácido 9,12-
octadecadienoico  
CH3(CH2)4CH=CHCH2CH=CH(CH2)7COOH   18:2(9,12)  ω-6  
Ácido Linolénico(ALN)  
Ácido 9,12,15-
octadecatrienoico  
CH3CH2CH=CHCH2CH=CHCH2CH=CH(CH2)7COOH   C18:3(9,12,15)  ω-3  
Ácido Gamma Linolénico 
(GLA) 
Ácido cis-6,9,12-
octadecatrienoico 
CH3(CH2)4CH=CHCH2CH=CHCH2CH=CH(CH2)4COOH C18:3(6,9,12) ω-6 
Ácido Araquídico  Ácido eicosanoico  CH3(CH2)18COOH  C20:0   
Ácido Araquidónico (AA)  
Ácido 5,8,11,14-
eicosatetraenoico  
CH3(CH2)4CH=CHCH2CH=CHCH2CH=CHCH2CH=CH(CH2)3COOH C20:4(5,8,11,14)  ω-6 
Ácido Eicosapentanoico 
(EPA)  
Ácido 5,8,11,14,17-
icosapentaenóico  
CH3CH2CH=CHCH2CH=CHCH2CH=CHCH2CH=CHCH2CH=CH(CH2)3COOH C20:5(5,8,11,14,17)  ω-3   
Ácido Docosapentanoico 
(DPA)  
Ácido 7,10,13,16,19-
docosapentaenoico  
CH3 CH2CH=CHCH2CH=CHCH2CH=CHCH2CH=CHCH2CH=CH(CH2)5 COOH C22:5(7,10,13,16,19)  ω-6 
Ácido Docosahexaenoico 
(DHA)  
Ácido 4,7,10,13,16,19 
docosahexaenoico  
CH3CH2CH=CHCH2CH=CHCH2CH=CHCH2CH=CHCH2CH=CHCH2CH=CH(CH2)2COOH C22:6(4,7,10,13,16,19)  ω-3 
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Figura 1.4. Estructura química y nomenclatura de los principales ácidos grasos. 
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1.2.2.3. Clasificación 
La estructura de la cadena hidrocarbonada, es la que determina las 
características químicas y biológicas de los distintos ácidos grasos. Estas diferencias 
estructurales se basan fundamentalmente, en el número de átomos de carbono, en la 
presencia, ausencia y posición de dobles enlaces o insaturaciones, en su configuración 
espacial y por su importancia nutricional. 
Por la Presencia y Número de Dobles enlaces en la Cadena Hidrocarbonada. 
Ácidos grasos saturados (SFA), presentan características poco recomendables 
en la dieta ya que su ingesta se encuentra relacionada con una mayor probabilidad de 
sufrir enfermedades cardiovasculares debido a su incidencia sobre el colesterol LDL 
denominado coloquialmente como “colesterol malo”. Se encuentran en la grasas de 
origen animal y en algunos vegetales como el coco y el aguacate. Contiene el máximo 
número de átomos de hidrógeno por lo que todos los enlaces entre sus átomos de 
carbono son simples, sin ningún doble enlace. 
Ácidos grasos moninsaturados (MUFA) presentan una sola instauración en su 
estructura, es decir poseen un solo doble enlace de carbono. El más abundante en 
aceites vegetales y grasas animales es el ácido oleico. Se encuentran en el aceite de oliva 
(70%), aceite de sésamo (40%), aceite de cacahuete (40%), aceite de salvado de arroz 
(45%), grasa de bovino (40%) y manteca de cerdo (45%) entre otros. 
Los ácidos grasos poliinsaturados (PUFA), poseen más de un doble enlace entre 
sus carbonos y si la cadena contiene más de cuatro dobles enlaces se les denomina 
ácidos grasos altamente poliinsaturados (HUFA). Están presentes en aceites de semillas, 
frutos secos y pescados azules. Al no sintetizarse en el organismo, son considerados 
“esenciales” y deben obtenerse de la dieta. Entre otros muchos beneficios se les 
atribuye a su consumo la disminución del colesterol total. 
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Por la posición del doble enlace relativo al último carbono de la cadena 
hidrocarbonada. 
Omega 3 (ω-3), son de tipo poliinsaturado y se caracterizan porque el doble 
enlace se encuentra a tres carbonos del extremo metilo (CH3). Son los llamados 
“esenciales” y se encuentran en altas cantidades en los pescados azules y en algunas 
fuentes vegetales como la salvia (Salvia sclarea) las semillas de lino y calabaza. 
Omega 6 (ω-6), son de tipo poliinsaturado y se caracterizan porque el doble 
enlace se encuentra a seis carbonos del extremo metilo (CH3). Entre los más importantes 
mencionaremos al ácido linoleico (AL), ácido gamma-linolénico (GLA) y el ácido 
Araquidónico (AA). Podemos encontrarlos en la mayoría de aceites vegetales, soja, 
nueces, aguacate, huevos y grasas animales. 
Omega 9 (ω-9), son de tipo monoinsaturado y se caracterizan porque el doble 
enlace se encuentra a nueve carbonos del extremo metilo (CH3). Dos ácidos grasos 
importantes ω9 son el ácido oleico y el ácido erúcico, que puede ser encontrados en la 
canola (Brassica napus) y la mostaza (Brassica). 
Por su configuración espacial. 
Cis, describe la orientación de los átomos de hidrógeno con respecto al doble 
enlace. En forma natural, los ácidos grasos tienen la configuración Cis, es decir los 
átomos de hidrogeno están en el mismo lado del doble enlace. La mayoría de ácidos 
grasos insaturados suelen presentar esta configuración. 
Trans, describe la orientación de los átomos de hidrógeno con respecto al doble 
enlace. En la configuración Trans los átomos de hidrógeno se disponen uno a cada lado 
del doble enlace. 
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Por su importancia nutricional. 
Ácidos Grasos Esenciales: No son sintetizados por los vertebrados y deben ser 
aportados por la dieta, únicamente los vegetales pueden sintetizarlos. Son necesarios 
para el metabolismo celular (actúan como precursores de otras sustancias, como las 
prostanglandinas o los leucotrienos) así como para el mantenimiento de la integridad 
de la estructura de membrana (Sargent y col., 1999a; Tocher, 2003), además intervienen 
en la estructura de los distintos orgánulos celulares y modulando la actividad de la 
mayoría de las enzimas y receptores celulares, la transmisión de impulsos nerviosos, la 
actividad de los trombocitos, el comportamiento de los leucocitos, etc. En este grupo 
encontramos al ácido linoleico (AL) y el ácido linolénico (ALN), importantes por ser 
precursores de otros ácidos grasos fundamentales para el ser humano, como el ácido 
araquidónico (AA), Eicosapentanoico (EPH) y Docosahexaenoico (DHA) que se forman 
debido a procesos de elongación y de desaturación particularmente en el hígado. Las 
principales fuentes de ácidos grasos esenciales para el AL son los aceites vegetales 
(aceite de linaza, aceite de soja y las nueces), mientras que el pescado azul (arenque, 
salmón, caballa) es la principal fuente de ácidos grasos altamente poliinsaturados como 
el EPA y el DHA (Romero y col., 1996; Patterson y col., 2012). Se sabe que las 
proporciones de PUFA que contienen los peces depende del tipo de alimentación, por 
ejemplo en peces carnívoros la cantidad de DHA es de 2 a 3 veces mayor que el EPA 
(Sikorski y Kolakowska, 2002). 
Ácidos Grasos No esenciales: Son sintetizados por el organismo a partir de una 
grasa saturada, por lo que no es necesario ingerirlos con la dieta. En este grupo 
encontramos a los ácidos grasos ω-9 como el ácido Oleico presente por ejemplo en el 
aceite de oliva. 
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1.2.2.4. Biosíntesis de los Ácidos Grasos. 
Los procesos de biosíntesis de ácidos grasos presentan numerosas similitudes 
entre los peces y los mamíferos. En la mayor parte de los casos se sintetiza en primer 
lugar el ácido palmítico, ácido saturado de cadena lineal de 16 carbonos, y los demás 
ácidos grasos se obtendrán mediante modificaciones del ácido palmítico en diferentes 
proporciones según la especie (Sargent y col., 2002; Guillaume y col., 2004; Bell y Koppe, 
2011). 
La síntesis de ácidos grasos ocurre en el citoplasma de la célula de los adipocitos 
o mayoritariamente en el hígado a partir de precursores no lipídicos (principalmente 
carbohidratos), por medio del complejo Ácido grasa Sintetasa, utilizando como 
precursor el Acetil-CoA que está unido al complejo enzimático Malonil-CoA y la acción 
de la enzima  Fatty Acid Synthase (FAS). La síntesis del malonil-CoA es el primer paso 
para la síntesis de ácidos grasos y la enzima que cataliza, limita esta reacción es la Acetyl-
CoA Carboxylase (ACC) que está regulada mediante distintos metabolitos y hormonas. 
El Acetil.CoA y el Malonil-CoA son transferidos a la porción transportadora del complejo 
de síntesis (ACP) por acción de la transacilasa acetil.CoA y la transacilasa malonil-CoA, 
respectivamente. La unión de estos átomos de carbono a la ACP permite que estos 
entren al ciclo de la síntesis de ácidos grasos (García, 2007). 
El complejo multienzimático detiene su proceso cuando el ácido graso formado 
es de 16 átomos de carbono [ácido palmítico (16:0)]. La participación del ácido palmítico 
en diversas rutas metabólicas de elongación y desaturación permite la síntesis de ácidos 
grasos como el esteárico (18:0) y oleico (18:1n-9). Considerando también que tanto 
mamíferos como peces marinos carnívoros han perdido la capacidad de desaturar y 
elongar más allá del carbono 9. La síntesis de AL o ALN, precursores de los ácidos grasos 
PUFA, deberán ser adquiridos en la dieta ya que esta síntesis se lleva a cabo solo en 
plantas superiores, algas y el fitoplancton (Watanabe, 1982; García, 2007; De Silva, y 
col., 2011). 
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El proceso de desaturación, por el cual se producen los ácidos grasos 
monoinsaturados palmitoleico y oleico implica introducir insaturaciones en las 
posiciones C5, C6 ó C9 y para esto, es necesario la especificidad de las enzimas acil-CoA 
desaturasas como la delta 5 eicosatrienoyl-CoA desaturasa, delta 6 oleoil(linolenoyl)-
CoA desaturasa y delta 9 estearoil-CoA desaturasa (SCD). Estos dos ácidos grasos 
monoinsaturados representan la mayoría de los monoinsaturados presentes en los 
fosfolípidos de membrana, los triglicéridos y el colesterol. 
Los ácidos grasos de cadena corta de 18 átomos de carbono AL y ALN obtenidos 
en la dieta, precisan de la enzima delta-6-desaturasa (FAD6) para desarrollar sus 
derivados de cadena más larga. Aunque la afinidad de la FAD6 por los ácidos grasos ω-3 
(ALN) es mayor que para los ω-6 (AL), una elevada ingesta de AL interfiere en la 
desaturación y elongación de los ALN (Brenna y col., 2009; Bell y Koppe, 2011).   
La síntesis de los ácidos grasos PUFA ω-6 se lograrán a partir del precursor AL, 
por acción de dos enzimas desaturasas (delta-5-desaturasa: FAD5 y FAD6) y una 
elongasa que darán lugar al AA (20:4n-6). De la misma manera se obtendrán los ácidos 
grasos poliinsaturados ω-3 a partir del ALA, que dará lugar al Ácido Eicosapentaenoico 
(20:5n-3) que tras dos elongaciones, una desaturación y un acortamiento de la cadena 
de carbono, dará lugar al Ácido Docosahexaenoico (22:6n-3) (Tocher y col., 2002, 2003; 
Zheng y col., 2005; Tocher y col., 2006) (Figura 1.5). 
En peces, se considera que los de agua dulce son más efectivos a la hora de 
elongar y desaturar los ácidos grasos PUFA (AL y ALN) a C20 o C22 que los peces marinos. 
No está del todo claro, pero se cree que los peces marinos pierden o tienen inhibida ésta 
habilidad ya que cubren los requerimientos de ácidos grasos a través de su dieta 
(Mourente y col., 2005; Tocher y col., 2006). Sargent (1995), estudió el metabolismo de 
ácidos grasos en diversas especies de peces marinos y encontró evidencias que 
mostraban que la conversión de ALN a EPA y DHA y de AL a AA y DHA no ocurría, debido 
a que el alimento natural del medio marino presenta abundante cantidad de EPA y DHA 
y menor cantidad (pero importante) de AA (Mourente y col., 1991). Así pues, en los 
peces marinos, tendría que considerarse que ácidos grasos esenciales el AA, EPA y DHA 
(Sargent y col., 1995). 
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Se  sabe también, que en el caso de mamíferos terrestres las series linoleicas 
ω-6 muestran mayor actividad de ácidos grasos esenciales frente a las series linolénicas 
ω-3 que tienen una actividad parcial. Debido a este mecanismo, los ácidos grasos 
poliinsaturados que predominan en los tejidos de los animales terrestres pertenecen a 
las series linoleica ω-6 como el ácido linoleico y el ácido araquidónico. Por el contrario, 
los AGPI más abundantes en los tejidos de peces y crustáceos, tanto para especies 
dulceacuícolas como marinas, pertenecen a las series linolénicas ω-3. 
 
Figura 1.5. Ruta de la elongación y desaturación de los ácidos grasos. 
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1.2.2.5. Oxidación de los Ácidos Grasos. 
El papel de los ácidos grasos en todos los organismos es proporcionar energía 
en forma de ATP a través de la oxidación.  La β-oxidación de los ácidos grasos es el 
principal proceso productor de energía, pero no el único. Algunos ácidos grasos, como 
los de cadena impar o los insaturados requieren, para su oxidación, modificaciones de 
la  β-oxidación  o  rutas  metabólicas  distintas.   Tal  es el caso  de  la  α-oxidación,   la  
ω-oxidación o la oxidación peroxisómica (Devlin, 2004)  
La β–Oxidación consiste en la liberación consecutiva de unidades de dos 
carbonos en forma de acetil-CoA de la molécula de ácido graso y se produce 
mayoritariamente en la matriz mitocondrial (con la participación de las enzimas carnitín-
palmitoil-transferasa I y II, y la carnitin/acilcarnitin translocasa) (Jansen y Wanders, 
2006). Una fracción significativa de la oxidación de los ácidos grasos se produce también 
en los peroxisomas, los cuales tienen especificidad para ácidos grasos de cadena más 
larga (PUFA y HUFA) y a menudo no degradan totalmente la molécula, por lo que una 
posible función de este proceso puede ser el acortamiento de ácidos grasos de cadena 
larga hasta un punto en que la mitocondria pueda completar su β-oxidación (Wanders y 
col., 2001; Sargent y col., 2002; Devlin, 2004; Jansen y Wanders, 2006). 
El proceso de la β–oxidación se inicia cuando se rompe el enlace entre los 
carbonos  alfa  y  beta  (segundo y tercero)  de  la  cadena  desde  el extremo carboxilo 
(-COOH) de la molécula y se repite hasta la degradación completa de la cadena.  Cada 
vez que se libera un acetil-CoA del ácido graso activado, la cadena se acorta en dos 
carbonos, este proceso se lleva a cabo por medio de una secuencia de cuatro reacciones 
consecutivas. Primera oxidación, hidratación, segunda oxidación y tiólisis. Al conjunto 
de reacciones se le conoce también como “una vuelta de β –oxidación” y cumple la 
finalidad de oxidar el carbono β y liberar una molécula de acetil-CoA que se dirigirá al 
ciclo de Krebs. Como ejemplo tenemos que para oxidar completamente el palmitoil-CoA 
se necesitan siete vueltas de β-oxidación. Finalmente en cada ciclo de la β –oxidación, 
se genera 1 NADH, 1 FADH2 y 1 Acetil-CoA (Figura 1.6). 
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Figura 1. 6. Secuencia enzimática de la β-oxidación. 
La oxidación de los ácidos grasos en los peroxisomas, a diferencia de la 
mitocondrial, degrada la cadena hidrocarbonada hasta que quedan 8 carbonos (octanil-
CoA) y el potencial electrónico se transfiere al O2 para generar H2O2. La enzima catalasa, 
exclusiva de los peroxisomas, metaboliza el H2O2 para producir H2O y O2 (Wanders, 
2004). En contraste con la mitocondria, que trasforma el FADH2 producido por la acil-
CoA deshidrogenasa en ATP, en los peroxisomas la energía producida se disipa en forma 
de calor. Sólo el 10% de los AGs que se oxidan lo hacen en los peroxisomas; sin embargo, 
estos niveles pueden ser incrementados significativamente si se induce la proliferación 
de peroxisomas con medicamentos o por una dieta rica en grasas. 
El proceso final de la oxidación de los ácidos grasos se produce con el paso de 
los acetil-CoA, obtenidos por la oxidación tanto en peroxisomas como en mitocondrias, 
hacia el citosol de la célula y desde ahí hacia el ciclo de Krebs que es un complejo proceso 
de reacciones químicas que tienen como finalidad la obtención de energía (Berg, 2002). 
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En peces, el músculo rojo, hígado y el corazón son conocidos como los tejidos 
donde se produce la mayor capacidad de producción de energía a través de la β–
oxidación (Henderson y Tocher, 1987), sin embargo en peces donde la cantidad de 
músculo blanco es mayor, el total de la actividad de la β–oxidación será también alta por 
lo que puede ser considerado como un tejido productor de energía (Froyland y col., 
2000). Otros factores como tamaño del pez, maduración y variación climática afectan 
también la β–oxidación (Wanders y col., 2001). 
1.2.3. Importancia de los Ácidos Grasos Poliinsaturados (ω-3 y ω-6) 
Todas las especies de vertebrados necesitan incluir en su dieta ácidos grasos 
poliinsaturados (PUFA) de las series ω-3 y ω-6, conocidos también como "ácidos grasos 
esenciales". Se ha demostrado la relación existente entre su consumo y la actividad 
protectora que ejercen sobre enfermedades cardiovasculares (Yamagishi y col., 2008; 
Russo, 2009; Jump y col., 2012), problemas inflamatorios y autoinmunes (Wall y col., 
2010; Patterson, y col., 2012), hipertensión arterial (Cabo y col., 2012; Noori y col., 
2011), cáncer (Arem y col., 2013), diabetes (Wu y col., 2012), hígado graso no alcohólico, 
obesidad, y artritis reumatoide  (Sargent y col., 2002; Singh y col., 2012). Los estudios 
han demostrado que es importante mantener un balance equilibrado de ω-6/ω-3 en la 
dieta, debido a que comparten a las enzimas implicadas en el metabolismo del AL y ALN 
y por tanto competirán entre ellos por su regulación. En las sociedades actuales, donde 
el balance de ácidos grasos ω-6/ω-3 se ha visto alterado por el consumo de dietas 
basadas en mayor cantidad de calorías, ácidos grasos saturados, ácidos grasos trans y 
ácidos ω-6 frente a una disminución del consumo de carbohidratos, fibra, frutas, 
hortalizas y ácidos ω-3, el efecto sobre la salud se verá afectado a través del desarrollo 
o la predisposición a diversas enfermedades (Simopoulos, 2008). 
La importancia en la salud de los ácidos grasos omega-3 EPA y DHA fueron 
descritos por primera vez en grupos de esquimales de Groenlandia, quienes consumían 
dietas ricas en ácidos grasos poliinsaturados ω-3 (EPA y DHA) procedentes de animales 
marinos como el pescado, las ballenas y las focas. Los resultados demostraron que las 
grasas y los ácidos grasos de animales marinos podían prevenir el desarrollo de 
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arteriosclerosis y por lo tanto explicar la baja tasa de mortalidad cardiovascular en este 
grupo de población. En contraposición, los esquimales que emigraban a Dinamarca o los 
propios daneses, cuyo consumo de grasa y proteína animal era elevada, presentaron 
mayor incidencia de infartos y coronariopatías (Bang y Dyerberg, 1972; Simopoulos, 
2002). 
Posteriores estudios dieron a conocer que los ácidos grasos poliinsaturados 
(PUFA) ω-6 y ω-3 son precursores de los eicosanoides (prostanglandinas, tromboxanos, 
prostaciclinas y leukotrienos) que participan como mediadores de diversas funciones 
biológicas en respuesta a los estímulos (Sargent y col., 2002, Wall y col., 2010). Se sabe, 
respecto al DHA, que contribuye en la función sináptica y su bajo contenido en las 
membranas de las neuronas propicia descenso de la transmisión de impulsos nerviosos 
(Jackson y col., 2012). Otros estudios demuestran también que aspectos relacionados 
con la estructura y función cerebral están relacionados con una adecuada concentración 
de AA y DHA. Enfermedades como el Alzheimer y el desorden bipolar podrían estar 
condicionados por alteraciones en el metabolismo de los PUFA (Rapoport, 2008). 
Respecto al efecto beneficioso del ácido ω-3 en enfermedades de la piel, 
usando modelos animales, se ha demostrado que la administración de aceite de pescado 
con alto contenido en ácidos grasos ω-3 consigue suprimir la expresión de citoquinas y 
disminuir significativamente la dermatitis (Park y col., 2012). De la misma manera, 
existen evidencias que los ácidos grasos ω-6 y ω-3, AA y EPA tienen un papel importante 
en la regulación de procesos inflamatorios (Tocher y col., 1996; Wall y col., 2010; 
Patterson y col., 2012 como la osteoartritis y que especialmente el EPA presenta un 
efecto anti-inflamatorio inhibiendo el proceso de degradación del cartílago y 
estimulando los procesos formación del mismo (Bell y Sargent 2003; Wall y col., 2010; 
Dzielska-Olczak y Nowak, 2012). 
En peces (sobre todo en especies carnívoras) la importancia de los "ácidos 
grasos esenciales" es la misma que en otros vertebrados. Las funciones principales son 
generar energía en forma de ATP por la vía de la β-Oxidación (Sargent y col., 2002), 
mantener la estructura y la fluidez de las membranas (Sargent y col., 1999a; Tocher, 
2003) y ser precursores de eicosanoides (Trautwein, 2001). Los ácidos grasos AA y EPA 
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participan también en la función reproductiva, en los procesos de osmoregulación, 
liberación de hormonas o el control de la respuesta al stress (Stanley-Samuelson, 1994; 
Koven y col., 2001). 
Tradicionalmente, se ha explicado la mayor concentración de DHA que se 
encuentra en los tejidos de los peces como una adaptación a las bajas temperaturas, lo 
que permitiría un grado mayor de insaturación y esto a su vez una mayor fluidez de 
membranas, flexibilidad y permeabilidad (Sargent y col., 2002). Por otro lado el EPA y el 
DHA (principalmente), son constituyentes estructurales importantes en las membranas 
de los peces y desempeñan un papel importante en el desarrollo de la larva, así el DHA 
es particularmente importante en el desarrollo del tejido nervioso y de la retina siendo 
el principal ácido graso presente en los fotorreceptores (conos y bastones) (Rainuzzo y 
col., 1997; Sargent y col., 1999b). Bell y col., 1995b demostró que la habilidad de las 
larvas de arenque (Clupea harengus) para distinguir y capturar presas vivas, 
especialmente en condiciones de baja iluminación, se veía afectada por la deficiencia de 
DHA en su alimentación. En el caso de Polydactylus sexfilis, la deficiencia de DHA en la 
dieta se tradujo en cambios en el comportamiento habitual de la especie (Masuda y col., 
2001). 
Dos signos de deficiencia de los AGE en los peces son un pobre crecimiento y 
una baja eficiencia alimenticia (Sargent y col., 2002). Jauncey, (2000), reporta que en 
tilapias, las deficiencias en los ácidos grasos esenciales pueden producir disminución del 
crecimiento, inapetencia, problemas de salud (erosión de las aletas), hígado graso y/o 
respuestas erráticas y pronunciadas a cualquier cambio en el ambiente o por manejo. 
Los requerimientos de AGE en peces varían con la etapa de desarrollo y con la fuente de 
lípido (Watanabe, 1982; Izquierdo 2005), las cantidades necesarias de AGE en las 
especies deberán ser establecidas en función del equilibrio óptimo entre los ácidos 
grasos ω-3 y ω-6 (Sargent y col., 2002) ya que cantidades por encima de los 
requerimientos óptimos durante mucho tiempo causarán la disminución del 
crecimiento (Yu y Sinnhuber 1976). 
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1.2.4. Requerimientos de Ácidos Grasos en Peces de Agua Dulce y Marina. 
Una de las principales diferencias nutricionales entre especies de peces de agua 
dulce y especies marinas es la alimentación y consecuentemente los requerimientos de 
ácidos grasos ω-3 y ω-6 poliinsaturados (Sargent y col., 2002) debido a su habilidad (o la 
pérdida de ella) de elongar el AL y ALN para la síntesis de los PUFA (AA, DHA y EPA) 
(Hastings, 2001; Tocher y col., 2002; Bell y Sargent, 2003).  
Muchas especies de agua dulce como la tilapia (Oreochromis niloticus), carpa 
(Cyprinus carpio), zebrafish (Danio rerio), salmón (Salmo salar) y trucha (Oncorhynchus 
mykiss) son capaces de convertir los ácidos grasos de 18 carbonos en ácidos grasos de 
cadena larga poliinsaturados como AA, EPA y DHA gracias a la actividad de la enzima 
FAD5, por lo que solo necesitan un requerimiento diario de los precursores del C18 en 
su dieta (Castell y col., 1972; Olsen y col., 1990; Bell y Sargent, 1992; Xu y col., 1996; 
Mourente y Tocher, 1998; Tocher y Dick, 1999; Tocher y Dick, 2000; Tocher y col., 2000; 
Hastings, y col., 2001; Tocher y col., 2002). Por el contrario, especies marinas como la 
dorada (Sparus aurata) tienen una baja expresión de las enzimas elongasa y FAD5 
requeridas para la conversión de AL hacia el AA y del ALN hacia el EPA (Mourente y 
Tocher 1993); además la actividad de la elongasa en el paso del EPA hacia el DHA 
necesario durante el desarrollo larval disminuye (Ghioni y col., 1999). Por tanto, las 
especies marinas dependen de la fuente de alimentación para obtener las cantidades 
requeridas de AA, EPA y DHA (Linares y Henderson, 1991; Mourente y Tocher, 1994; Bell 
y col., 1995a; Sargent y col., 1997, 1999a; Tocher y Ghioni, 1999). 
Respecto a la dependencia de ácidos grasos poliinsaturados como el EPA, DHA y 
el ARA, algunos trabajos sugieren que puede deberse más como consecuencia de la 
presión evolutiva de las dietas naturales que del tipo de agua dulce o marina del que 
proceden los peces. La baja actividad de las enzimas elongasa y FAD5 en las especies 
marinas aparentemente son consecuencia de la alta prevalencia de estos PUFA en su 
dieta natural (Sargent, 1995; Bell, 1998). Estos estudios se apoyan por la observación del 
pez lucio europeo (Esox lucius), un carnívoro de agua dulce, que es capaz de desaturar y 
elongar el C18 hasta llegar al DHA (Henderson y col., 1995). Sin embargo, esta regla no 
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es siempre cierta, ya que comparando especies vegetarianas y carnívoras de pirañas 
(Mylossoma aureum y Pygocentrus nattererei) revelan que ambas especies son capaces 
de desaturar y elongar el AL y ALN (Henderson, 1996). 
1.2.5. Fuentes Alternativas al Aceite de Pescado en Piensos para Acuicultura. 
Los estudios sobre la disponibilidad y el uso de ingredientes de piensos 
acuícolas se centra a menudo en los recursos de harina y aceite de pescado (incluido el 
pescado de bajo valor), sin embargo, considerando el alto coste de la proteína y la 
necesidad de aumentar la producción mundial de pesca para cubrir la demanda de una 
población en aumento, resulta más probable que la sostenibilidad del sector acuícola 
dependa estrechamente del suministro constante de fuentes de carbohidratos, lípidos 
y proteínas de animales y plantas como por ejemplo la soja, el maíz, linaza, palma y 
subproductos de origen animal (Webster y col., 1991, Wu y col., 1995; Ali y Al-Asgah, 
2001; Turchini y col., 2009; FAO 2012). El reemplazar o reducir los niveles de aceite de 
pescado en el pienso acuícola y mantener a su vez la salud de la especie cultivada y la 
salud humana como futuro consumidor, por su riqueza en ácidos grasos poliinsaturados 
(PUFA) ω-3 de cadena larga (EPA y DHA), es una de las principales razones que han 
estimulado las investigaciones en la búsqueda de nuevas fuentes de ácidos grasos en la 
alimentación de peces cultivados. 
Los candidatos ideales para sustituir parcialmente el aceite de pescado en la 
formulación de dietas para peces parecen ser los aceites vegetales, pues los lípidos 
contenidos en las semillas de muchas plantas contienen una apreciable cantidad de 
ácidos grasos insaturados. El aceite de soja (Glycine soja), aceite de girasol (Helianthus 
annus), aceite de cártamo (Carthamus tinctorius), aceite de onagra (Oenothera biennis), 
aceite de semilla de uva (Vitis vinífera), aceite de semilla de amapola (Populus nigra), 
aceite de semilla de borraja (Borago officinalis) y aceite de semilla de grosella (Ribes 
nigrum) contienen altas concentraciones de PUFA ω-6 (>60%). Mientras que en el aceite 
de germen de trigo (Triticum vulgare), aceite de maíz (Zea mays), aceite de nuez 
(Junglans regia), aceite de semilla de algodón (Gossypium sp.) y aceite de sésamo 
(Sesamum indicum) (USDA, 2010) las concentraciones varían entre un 40-50%. Respecto 
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a los ácidos grasos PUFA n-3, el aceite de la semilla de lino (Linum usitatissimum) 
contiene hasta un 58% de PUFAs y es la semilla que se presenta como el mejor candidato 
para sustituir parcialmente el aceite de pescado como fuente lipídica, ya que, entre 
todos los aceites vegetales, parece ser el que menos afecta al sistema inmune. Algunos 
autores (Bell y col., 2001, Caballero y col., 2002) lo consideran como una buena fuente 
lipídica alternativa al pescado en dietas para salmónidos y peces de agua dulce. Otros 
ácidos grasos como el ácido oleico se encuentra en el aceite de oliva (Olea europea) con 
un contenido de 72,3%, pero también en el aceite de colza o canola (Brassica napus), 
aceite de cacahuete (Arachis hypogaea), aceite de avellana (Corylus americana), aceite 
de almendras dulces (Prunus amygdalus dulcis) y aceite de aguacate (Persea gratissima) 
(USDA, 2010). Otros aceites como el de coco (Cocos Nucifera) y de palma (Elaeis 
guineensis) contienen un 92 y 81,5% respectivamente de ácidos grasos saturados de 
cadena inferior a 15 átomos de carbono (Wood, 1992).  
Estudios en salmónidos han demostrado que es posible reemplazar aceite de 
pescado por aceites vegetales de soja, maíz, lino, colza o palma sin afectar 
negativamente al crecimiento de los peces y a la eficacia nutritiva del pienso (Bell y col., 
2002). Por el contrario, dicha sustitución si tiene efectos en la composición lipídica de 
los peces  ya que en éstos, al contrario de lo que ocurre con la proteína, la composición 
lipídica no está determinada genéticamente y depende en gran medida de la 
composición en ácidos grasos de la dieta. Así, en diferentes investigaciones realizadas 
en salmón, trucha, y otras especies piscícolas, la sustitución de aceite de pescado por 
aceites vegetales produjo incrementos de las proporciones de ácidos grasos C18 mono 
y poliinsaturados, en detrimento de los PUFA de C20 y C22 (Bell y col., 2002, Turchini y 
col., 2003). Tocher y col., (2002) y Karapanagiotidis y col., (2007) observaron un aumento 
en las concentraciones de AO, AL y ALN y descenso del EPA, y DHA, cuando comparaban 
una dieta cuya grasa estaba formada por una mezcla de aceites vegetales con otra de 
aceite de pescado, en tilapia. Visentainer y col., (2005) observaron incrementos en la 
concentración de ALN, EPA y DHA al sustituir el aceite de girasol por aceite de lino en la 
dieta. Otros estudios, demostraron también que la sustitución del aceite de pescado por 
mezclas de aceites vegetales no afectan la salud de los peces (Mourente, y col., 2000; 
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Montero y col., 2003) a diferencia de reemplazarlo total o parcialmente con solo un 
aceite vegetal, donde se vio afectada la salud del pez en aspectos de inmunosupresión 
o resistencia al stress (Montero y col., 2003; Mourente y col., 2005). 
En conclusión, los estudios sugieren que la sustitución en la dieta del aceite de 
pescado por mezclas de aceites vegetales, son aconsejables para obtener una correcta 
proporción de ácidos grasos ω-3/ω-6 de tal manera que no afecte la salud de los peces. 
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1.3. Nutrigenómica y Nutrigenética. 
El desarrollo de las técnicas de la biología molecular y la consecución del 
proyecto Genoma Humano iniciaron una nueva era tanto en medicina como en 
nutrición. En los últimos años, el análisis de tipos únicos de biomoléculas ha resultado 
extremadamente útil para la comprensión de los fenómenos biológicos, al mismo 
tiempo, la investigación paralela y a gran escala del ADN, ARN y proteínas ha abierto 
nuevas perspectivas para la interpretación y el modelado de la complejidad de los 
organismos vivos. Las nuevas disciplinas científicas con el sufijo "-omica-" como la 
genómica estructural, la transcriptómica  y proteómica a las que le siguen la 
metabolómica y la interactómica y los avances recientes en la preparación, 
identificación, secuenciado del ADN, ARN y proteínas, así como el procesado, análisis e 
integración de grandes volúmenes de datos gracias a la bioinformática, están creando 
una revolución en nuestros conceptos sobre genética molecular y nutrición (Palou y col., 
2004; Trujillo y col., 2006).  
Los resultados que se obtienen  en torno a las nuevas tecnologías "omicas" 
pretenden, entre otros objetivos, conocer los eventos moleculares implicados en las 
interacciones gen-nutriente y los mecanismos que expliquen las bases genéticas de las 
diferentes respuestas a los nutrientes (Trujillo, y col., 2006). Así pues, la industria 
alimentaria tendrá la oportunidad de utilizar los componentes bioactivos de los 
alimentos para mejorar la salud y evitar enfermedades teniendo en cuenta la 
constitución genética de los consumidores además de un mejor conocimiento de la 
influencia de los polimorfismos genéticos en el metabolismo de los nutrientes (Fenech 
y col., 2011). 
En esta nueva era de la nutrición molecular (interacciones genes-nutrientes) 
surgen dos nuevos campos, la Nutrigenómica o Genómica Nutricional, que intenta 
integrar la genómica y la nutrición explicando el efecto o influencia que tienen los 
nutrientes en la regulación y la expresión de los genes y la Nutrigenética, que pretende 
conocer el efecto de las variaciones genéticas individuales en la respuesta del organismo 
a los nutrientes (Gillies, 2003; Ordovás and Corella, 2004; Simopoulos, 2010, Ulloa y col., 
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2011). La Nutrigenómica y la Nutrigenética, pretenden explicar el mecanismo de la 
interacción gen-nutriente basándose en las siguientes consideraciones: Primero, las 
variantes genéticas afectan la absorción y el metabolismo de nutrientes y/o la 
interacción molecular entre las enzimas y su cofactor y por tanto las reacciones 
bioquímicas. Segundo, el ser humano difiere en la disponibilidad de los alimentos debido 
a diferencias culturales, geográficas y económicas, por tanto, los mejores resultados de 
salud se pueden lograr si los requerimientos nutricionales son personalizados 
considerando sus características genéticas, etapa de vida, preferencias alimentarias y 
estado de salud. Tercero, la dieta puede afectar directamente a la expresión de genes 
en las rutas metabólicas e indirectamente sobre la estabilidad del genoma; ésta 
alteración puede generar cambios o mutaciones en el genoma provocando expresiones 
genéticas erróneas o diferentes (Marti, 2005; Ridner y col., 2009; Fenech y col., 2011). 
En diferentes animales de laboratorio como ratones, peces y crustáceos, se han 
realizado estudios de expresión de genes modificados por la dieta.  Así, López y col., 
(2003, 2004) comparó el patrón de expresión de genes en el tejido adiposo de animales 
sometidos a una dieta estándar o rica en grasa mediante differential display y 
microarrays. En peces, se observó que los aceites vegetales incluidos en la dieta afectan 
la expresión de los genes del metabolismo de los lípidos (Pratoomyot y col., 2008; 
Menoyo y col., 2003; Zheng y col., 2004, 2005) y en Litopenaeus vannamei shrimp 
Chávez-Calvillo y col., (2010) evaluó los cambios en la expresión de genes como 
respuesta al cambio de dieta de proteínas animales a proteínas vegetales. 
 
1.3.1. Influencia del Estrés en la Expresión Génica. 
En la acuicultura, el estrés es uno de los problemas más importantes que 
afectan a la producción piscícola consecuencia de prácticas o agentes estresantes como 
alimentación deficiente, baja oxigenación del agua, fotoperiodo (Polakof y col., 2007), 
ambiente (Roche y Bogé, 1996), densidad del cultivo (Binuramesh y col., 2005), 
manipulación, selección y transporte (Iwama y col., 2004) Todos estos factores inducen 
a una serie de respuestas fisiológicas y normalmente involucran a todos los niveles de la 
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organización animal. Generalmente no ocasionan la muerte, pero sí inciden 
negativamente en diferentes aspectos de su biología como el crecimiento, la 
reproducción o el sistema inmunitario (Nakano, 2011; Prunet, y col., 2012; Iwama, y col., 
2006; Sánchez-Muros y Gómez-Milán, 2001). 
Diversos estudios han comprobado que el metabolismo de los peces pueden 
verse afectado por factores como la actividad física (Lushchak y col., 2001) y la estrategia 
de alimentación composición de la dieta (Pérez Jiménez y col., 2009; Enes y col., 2009), 
privación o restricción de la ración (Pérez Jiménez y col., 2009) y reducción de la 
frecuencia de alimentación (Nakagawa y col., 1995). 
Las respuestas fisiológicas, en peces como en otros vertebrados, respecto al 
crecimiento, la reproducción celular y la regeneración se encuentran regulados por una 
variedad de hormonas que actúan a través del sistema endocrino. La hormona de 
crecimiento (GH), producida por la adenohipófisis y liberada al torrente sanguíneo, es el 
encargado de estimular al hígado en la síntesis de los factores de crecimiento insulínico 
tipo 1 y tipo 2 (IGF-I, IGF-II) (Kajimura y col., 2001; Pierce y col., 2004). Los factores de 
crecimiento insulínico IGF-I y IGF-II juegan un papel importante en el crecimiento, 
aunque es el IGF-I el que ha demostrado ser el principal indicador y regulador positivo 
del crecimiento muscular en peces (Vera Cruz, y col., 2006).  
Es lógico comprender que en la práctica acuícola es prioritario conseguir eliminar 
cualquier fuente de estrés, de hecho, conocer la frecuencia óptima de alimentación o 
tasa de alimentación es imprescindible en el cultivo de peces (García Mesa y col., 2014), 
esto evitará la sobrealimentación y con ellos los residuos de alimentos que alteran la 
calidad del agua (Ng y col., 2000) o el inadecuado suministro que tienen un impacto 
directo sobre el costo de la producción (Mihelakakis y col., 2002). 
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1.3.2. Influencia de la Dieta en la Regulación de la Expresión Génica 
En los últimos años, diversos estudios han analizado la influencia de los 
componentes de la dieta sobre la regulación de la expresión de los genes que codifican 
enzimas fundamentales en vías metabólicas específicas (Morais y col., 2011, 2012a, 
2012b., Daimiel y col., 2012). Por ejemplo, se ha descrito como los nutrientes activan 
factores de trascripción, y favorecen la síntesis de receptores en las rutas metabólicas o 
intervienen positiva o negativamete en rutas de señalización (Kaput y Rodríguez, 2004., 
Xue y col., 2015). 
Estudios epidemiológicos, han encontrado asociaciones entre la dieta y la 
expresión de genes que codifican ciertas enfermedades (Stover, 2004), pero, encontrar 
el componente responsable de esta interacción es muy complejo ya que los alimentos 
contienen muchos de ellos y cualquiera puede ser el responsable del efecto observado. 
Entre las investigaciones que demuestran esta influencia podemos mencionar dos 
estudios realizados sobre la tasa de mortalidad entre individuos vegetarianos y no 
vegetarianos y la evaluación de individuos con dieta vegetariana durante 17 años. En 
ambos trabajos se demostró que los vegetarianos tienen una tasa de mortalidad menor 
que los no vegetarianos debido a la reducción de las enfermedades crónicas. (Key y col., 
1996; 1998). 
Otros componentes de la dieta pueden también alterar eventos genéticos y 
epigenéticos y, de esa manera influir en la salud. Además de elementos como el calcio, 
zinc, selenio, folato y vitaminas C y E, hay una variedad de nutrientes no esenciales y 
componentes bioactivos que parecen influenciar significativamente la salud al modificar 
un número de procesos celulares asociados con salud y prevención de enfermedades, 
incluyendo metabolismo de carcinógenos, el balance hormonal, el señalamiento celular, 
el control del ciclo celular, la apoptosis, y la angiogénesis. A menudo los componentes 
bioactivos modifican varios procesos simultáneamente. Por ello, uno de los desafíos 
reales es la identificación de cuáles de dichos procesos, tanto por separado o en 
combinación, son importantes en determinar un cambio fenotípico (Trujillo, y col., 
2006). 
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1.3.3. Los ácidos grasos poliinsaturados en la expresión de los genes.  
Durante los últimos años se ha hecho evidente que las dietas grasas son 
capaces de modular directamente o indirectamente, a través de diversas vías de 
señalización, la activación o la represión de un gen o de un grupo de genes y de enzimas 
que participan en diferentes vías metabólicas. Esta interacción gen-nutriente tiene 
efectos importantes sobre el metabolismo y la diferenciación celular así como en el 
crecimiento, desarrollo, salud y bienestar de los mamíferos (Jump y Clarke, 1999; Duplus 
y col., 2000; Clarke, 2001). 
Hace 40 años, Allman y Gibson (1969) observaron que en ratones alimentados 
con dietas que contenían ácido LA disminuía la síntesis de ácidos grasos de cadena larga 
y por consiguiente la actividad de algunas enzimas que participan en el proceso. Años 
más tarde las investigaciones confirmaron que las dietas ricas en PUFA (no así los ácidos 
grasos saturados palmítico u oleico) disminuyen la producción de diversas enzimas 
hepáticas, que incluyen enzima a la Sintasa de ácidos grasos, L-Piruvato quinasa (Clarke 
y col.,1990), Acetil-CoA carboxilasa (Salati y Clarke, 1986), Glucoquinasa, Glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (Jump y Clarke, 1999), ATP Citrato liasa, enzima Málica, delta 9 
estearoil-CoA desaturasa (Ntambi, 1992; Landschulz, y col., 1994; Sessler y Ntambi, 
1998; Jump y Clarke, 1999), delta-6 desaturasa (Cho y col., 1999a), delta-5 desaturasa 
(Cho y col., 1999b) y glucosa transportador 4 (Tebbey y col., 1994) involucradas en el 
metabolismo de la glucosa, síntesis de lípidos y metabolismo y transporte de ácidos 
grasos (Clarke, 2001). 
Actualmente se conoce que la forma de regular la expresión de los genes 
involucrados en el metabolismo de los lípidos se realiza de forma directa mediante la 
interacción con receptores nucleares como PPAR (Peroxisome Proliferator-Activated 
Receptor), RXR (Retinoid X Receptor), LXR (Liver X Receptor),  HNF-4 (Hepatic Nuclear 
Factor) o de forma indirecta a través de cascadas de señalización que a su vez alteran 
la actividad de factores de transcripción: SREBP-1 (Sterol Regulatory Element Binding 
Protein-1), ChREBP (Carbohydrate Regulatory Element Binding Protein) y MLX (Max-
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Like Factor X) (Stulnig, 2003; Pégorier y col., 2004; Jump, 2008; Jump y col., 2008, He y 
col., 2015). 
1.3.4. Técnicas para la detección de la expresión génica. 
La expresión génica es el proceso por el que la información de un gen es usada 
en la síntesis de un producto génico funcional. Estrictamente el término abarca desde la 
activación del gen hasta que la proteína madura se localiza en el lugar adecuado y realiza 
su función (Hernandez y col., 1994). En todos los organismos vivos las células regulan 
sus actividades activando o desactivando la expresión de sus genes y esta expresión es 
la respuesta a distintos estímulos y es generalmente proporcional al número de copias 
de ARN mensajero de un gen determinado. 
Actualmente existen varias técnicas para el estudio de la expresión génica que 
son la base del desarrollo de la genética funcional. Algunas son más precisas y de alta 
productividad como la qRT-PCR (Quantitative RetroTranscription Polimerase Chain 
Reaction) o RT-PCR (Retro Transcription Polimerase Chain Reaction) a tiempo real y los 
Microarrays, la secuenciación de ESTs (Fragmentos cortos de ADNc - Expressed 
Sequenced Tags), SAGE (Análisis en serie de la Expresión Génica - Serial analysis gene 
expression) y SSH (hibridación sustractiva por supresión - Suppression substractive 
hybridization). Otro grupo de técnicas como Differential Display, AFLP (Polimorfismos 
en la Longitud de Fragmentos Amplificados - Amplified fragment length polymorphism), 
RDA (Análisis Diferencial Representativo - representational differential analysis), 
GeneCalling, TOGA (Total Gene Expression Analysis) y son utilizadas cuando no se tiene 
información o conocimiento previo del genoma. 
1.3.4.1. Differential Display 
Es una de las primeras técnicas que permiten una rápida, económica y sensible 
detección de genes cuya expresión ha sido modulada. Fue desarrollada y patentada en 
1992 por los Drs. Arthur Pardee y Peng Liang. (Liang y Pardee, 1992). 
La técnica consiste en generar a partir del ARNm de cada muestra, su ADN 
codificante (ADNc) correspondiente y este es amplificado por PCR utilizando cebadores 
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arbitrarios degenerados combinados con cebadores de anclaje poli-T. El producto de 
esta amplificación es un patrón de bandas (para cada individuo o grupo de estudio) que 
se visualizan mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y representan al ARNm 
presente en los tejidos procesados (Figura 1.7) El objetivo de todo este proceso es 
encontrar bandas diferenciadas entre los grupos contrastados que posteriormente 
podrán aislarse del gel y secuenciarse para identificar a que gen representa dicho ARNm 
(Liang y Pardee, 1998; Liang, 2002; Stein y Liang, 2002). 
La gran ventaja de esta técnica frente a otras de análisis de expresión, como los 
microarrays o los chips de ARN, es que no se requiere un conocimiento previo del 
genoma de la especie a estudio, es decir, se trata de una técnica abierta cuyo objetivo 
es detectar genes cuya expresión sea diferente entre los grupos de contraste, aunque 
estos genes no estén anotados o no se hayan relacionado anteriormente con el carácter 
a estudio. Es además una técnica muy flexible, económica y fácil de desarrollar y 
modificar en el laboratorio con el fin de obtener mejores resultados (Alves-Costa y 
Wasko., 2015). 
El mayor inconveniente de esta técnica es la gran cantidad de falsos positivos 
que puede generar, que pueden alcanzar el 50% (Martin y Pardee, 2000); sin embargo, 
un diseño y una ejecución cuidadosos puede reducir esta tasa hasta el 0,1%. 
Esta técnica ha sido utilizada en diferentes estudios de expresión génica en 
utilizando diversos tejidos (cerebro, músculo, hígado, hepato-páncreas) con resultados 
interesantes (Vicent y col., 1998; Lee y col., 1999; Adam y col., 2000; Niemann y col., 
2000, Chávez-Calvillo y col., 2010). 
 
Figura 1.7. Gel de poliacrilamida: Differential Display 
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1.3.4.2. PCR a tiempo real 
La técnica de PCR a tiempo real o PCR cuantitativa es una variación de la PCR 
estándar utilizada para el análisis de la expresión o la medida de la cuantificación de 
DNA o de RNA mensajero (mRNA), a través de la colecta de los valores que se generan 
durante la PCR, combinando la reacción de amplificación y la detección de la misma. 
Esto se puede llevar a cabo mediante la utilización de distintos agentes que emiten 
fluorescencia y que permiten asociar la concentración del producto de la PCR con la 
intensidad de la fluorescencia (Higuchi y col., 1993). La reacción está caracterizada por 
el punto en el tiempo o ciclo de la PCR donde la señal de amplificación o intensidad de 
fluorescencia del producto amplificado es significativamente mayor que la 
fluorescencia de fondo. A este ciclo de la PCR se le denomina Ciclo Umbral o Threshold 
Cycle (Ct) y determina el valor de expresión del gen. De manera que a mayor cantidad 
de ADN o ARN en el material de partida, antes aparece la señal de fluorescencia y 
menor es el Ct (Heid y col., 1996). 
La reacción de PCR a tiempo real consta de cuatro fases: la fase de crecimiento 
lineal, la fase exponencial temprana, la fase exponencial propiamente dicha o fase 
lineal-logarítmica y la fase de meseta (Tichopad y col., 2003). Durante la fase de 
crecimiento lineal, que dura aproximadamente 10-15 ciclos, la reacción está 
comenzando y la emisión de fluorescencia por parte de las muestras no puede ser 
distinguida de la fluorescencia de fondo. Los valores de referencia de fluorescencia son 
calculados es esta fase. En el paso siguiente la fluorescencia emitida por las muestras 
aumenta 10 veces la desviación estándar de los valores de referencia superando un 
umbral, denominado Ct, con respecto a la fluorescencia de fondo (Heid y col., 1996). 
Durante la fase lineal-logarítmica la PCR alcanza su periodo de máxima amplificación, 
donde el producto de la reacción se duplicaría después de cada ciclo en condiciones 
óptimas. La fase de meseta comienza cuando los reactivos se agotan y la intensidad de 
la fluorescencia no aporta el cálculo de datos (Bustin y col., 2002). 
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Dos, son principalmente los métodos de cuantificación, dependiendo si la 
eficiencia de amplificación del gen objeto de estudio y el del gen de referencia son 
comparables, que se pueden llevar a cabo mediante la técnica de PCR a tiempo real. 
 Cuantificación absoluta: Utiliza estándares diluidos de ADN de 
concentraciones conocidas parar generar una recta patrón o curva estándar. La 
recta patrón relaciona linealmente el Ct con la cantidad inicial de ARN total o ADNc, 
permitiendo conocer la concentración de muestras desconocidas según su Ct (Heid 
y col., 1996). Este método asume que todas las muestras estándar y desconocidas 
poseen la misma eficiencia de amplificación (Souaze y col., 1996). La concentración 
de las diluciones seriadas debe ser similar a la concentración del resto de las 
muestras y permanecer en un rango detectable y cuantificable para el experimento 
y el aparato de detección (Wong y Medranno; 2005). 
 Cuantificación relativa: Las variaciones de expresión de las distintas 
muestras para un gen se miden en función a los valores de una muestra estándar o 
gen de referencia, también conocido como “house-keeping gene” (Livak y col., 
2001). El gen house-keeping es un calibrador, y los resultados son dados como la 
relación entre el valor de la muestra problema y el valor de esa muestra para el gen 
de referencia. Existen distintos modelos matemáticos para normalizar la expresión 
génica de forma relativa. Dependiendo del método empleado se pueden obtener 
distintos resultados con errores estándar distintos (Liu y Saint., 2002; Wong y 
Medranno; 2005). 
 
1.3.4.3. qRT-PCR 
La técnica de qRT-PCR, surge de la combinación de la PCR a tiempo real y una 
reacción de retrotranscripción o RT y se suele utilizar como método de validación y 
análisis de los niveles de expresión. A diferencia del Differential Display, es una técnica 
que requiere un conocimiento previo de los ARNm que se quiera detectar, por lo cual, 
es necesario diseñar cebadores específicos para los genes de interés de estudio. 
INTRODUCCIÓN 
43 
Con el fin de obtener conclusiones exactas, es imprescindible estandarizar las 
técnicas de extracción y retrotranscripción, elaborando un diseño sólido del 
experimento y de las técnicas de normalización de resultados (Wong y col., 2005), ya 
que es una técnica sujeta a gran variabilidad debido a posibles diferencias de cantidad y 
calidad de los ARNs (Bustin y Nolan, 2004; Imbeaud y col., 2005), así como a variaciones 
en el rendimiento de la transcripción inversa (Bustin, 2002; Lekanne-Deprez y col., 
2002). Pese a las desventajas mencionadas, es importante detallar también algunas de 
las ventajas de su aplicación respecto a otros métodos de análisis de expresión. Así 
tenemos: 
 Genera datos cuantitativos en un registro preciso y dinámico del orden de 7 a 8 
logaritmos (Morrison y col., 1998).  
 No requiere la manipulación del producto después de la amplificación (Heid y 
col., 1996). 
 Detecta diferencias de expresión entre dos muestras menores a un 23% (Gentle 
y col., 2001). 
 Los coeficientes de variación son menores que en técnicas de densitometría de 
bandas e hibridación de sondas (Schmittgen y col., 2000). 
 Discrimina entre secuencias casi idénticas de ARNm, y requiere menor cantidad 
de ARNm de partida que otros métodos de análisis de expresión (Wong y col., 
2005). 
 Es 1000 veces más sensible que las técnicas de cuantificación por hibridación de 
ARN (Marinen y col, 2003). 
También es necesario considerar la elección de un gen de referencia o 
housekeeping y realizar con ellos medidas de expresión relativas. Estos genes deben ser 
de expresión estable y no regulada en todas las muestras analizadas, para corregir las 
variaciones en la eficiencia de la PCR entre muestras distintas y para normalizar la 
cantidad de muestra de partida de cada una de ellas. Es muy importante seleccionarlos 
teniendo en cuenta el tejido con el que trabajamos y validar su estabilidad en cada caso 
concreto. 
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2. OBJETIVOS 
 
 
La necesidad de reemplazar los aceites de pescado por aceites vegetales tratando al 
mismo tiempo de mantener la calidad que tiene el pescado desde el punto de vista de 
la salud humana, por su riqueza en ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) n3 de cadena 
larga, es una de las principales razones que han estimulado las investigaciones en este 
campo. 
 
Por este motivo, el objetivo del estudio es el análisis de la expresión génica del 
transcriptoma de la Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) respecto a la frecuencia de 
alimentación y el reemplazo del aceite de pescado por aceites vegetales. 
Los objetivos específicos serían: 
1. Evaluar la influencia de la Frecuencia de Alimentación sobre los patrones de 
Expresión Génica en Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus). 
2. Analizar los patrones de expresión de genes candidatos funcionales que 
intervienen en el metabolismo de los ácidos grasos en peces, en respuesta a las 
dietas basadas en aceites de origen vegetal como sustitutos del aceite de 
pescado. 
3. Analizar los cambios de expresión de genes implicados en procesos de estrés en 
peces, en respuesta a las dietas basadas en aceites de origen vegetal como 
sustitutos del aceite de pescado. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 
3.1. Experimento 1: Influencia de la Frecuencia de Alimentación en la 
Expresión Génica. 
3.1.1. Material Biológico 
El material biológico del estudio consta de 16 muestras de cerebro, de tilapias 
(Oreochromis niloticus) de la línea genetically male tilapia o GMT® provenientes 
originalmente de una población de super machos (YY) y hembras (XX) de la empresa 
Fisguen SL (Swansee, Reino Unido), que fueron alimentados con pienso comercial 
específico de tilapia y mantenidos durante 23 días en cuatro tanques de 120 litros, con 
15 peces por tanque y dos tanques por tratamiento. La frecuencia de alimentación fue 
ad líbitum (comedero con péndulo) en dos de los tanques y los dos restantes fueron 
alimentados una única vez al día (Tabla 3.1). 
Las muestras de tejido fueron conservados en tubos conteniendo RNA later 
Qiagen, SA) durante unas horas (12-24h) a temperatura ambiente y se congelaron 
posteriormente a –20ºC hasta la extracción de ARN total. 
Los peces fueron analizados para evaluar en que medida la reducción de la 
frecuencia de alimentación influye en la modulación de la expresión de los genes en 
situaciones de estrés. 
 
Tabla 3.1. Distribución de peces según la frecuencia de alimentación. 
 
Ad líbitum Una vez al día 
Tanque 1 Tanque 2 Tanque 3 Tanque 4 
Pez T1.1 Pez T2.1 Pez T3.1 Pez T4.1 
Pez T1.2 Pez T2.2 Pez T3.2 Pez T4.2 
Pez T1.3 Pez T2.3 Pez T3.3 Pez T4.3 
Pez T1.4 Pez T2.4 Pez T3.4 Pez T4.4 
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3.2. Experimento 2: Influencia de los Ácidos Grasos Poliinsaturados en la 
Expresión Génica 
3.2.1. Material Biológico 
El material biológico del estudio constó de 24 muestras de músculo e hígado de 
tilapias (Oreochromis niloticus) de la línea genetically male tilapia o GMT® provenientes 
originalmente de una población de super machos (YY) y hembras (XX) de la empresa 
Fisguen SL (Swansee, Reino Unido). Los peces fueron alimentados tres veces al día 
usando un alimentador programable (EHEIM 3581). Se utilizaron 4 dietas basadas en 
aceite de lino (AcL), aceite de girasol (AcG), aceite de pescado (AcP) y aceite de girasol 
alto oleico (AcGAO) para cada tratamiento experimental (Tabla 3.2). Los peces 
permanecieron un periodo de 2 meses en tanques de 120 litros con 1 pez por tanque y 
seis tanques por tratamiento. 
Las muestras de tejido fueron conservados en tubos conteniendo RNA later 
(Qiagen, SA) durante unas horas (12-24h) a temperatura ambiente y se congelaron 
posteriormente a –20ºC hasta la extracción de ARN total.  
Los peces fueron analizados para evaluar en qué medida los piensos basados en 
aceites vegetales influyen en la expresión de los genes implicados en el metabolismo de 
los ácidos grasos. 
 
Tabla 3.2. Distribución de peces según las dietas experimentales. 
 
  
Aceite de Lino Aceite de Girasol Aceite de Pescado Aceite de Girasol 
Alto Oleico 
Hígado Músculo Hígado Músculo Hígado Músculo Hígado Músculo 
Pez E1 Pez E1 Pez F2 Pez F2 Pez G1 Pez G1 Pez H2 Pez H2 
Pez E3 Pez E3 Pez F4 Pez F4 Pez G3 Pez G3 Pez H4 Pez H4 
Pez E5 Pez E5 Pez F6 Pez F6 Pez G5 Pez G5 Pez H6 Pez H6 
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3.3. Extracción, Valoración y Conservación de ARN 
A partir del tejido conservado a -20º, se realizó la extracción del ARN total, 
mediante el kit de Extracción RNeasy® Midi Kit (QIAGEN), siguiendo el protocolo descrito 
para muestras tisulares. La cantidad de tejido utilizado para la extracción dependió del 
tejido a utilizar: 20mg para cerebro, 100mg para hígado y 200mg para músculo. Durante 
el protocolo de aislamiento de ARN total se procedió a realizar un tratamiento con 
DNAsa (RNAse-Free DNAse Set, QIAGEN) para la eliminación del ADN. 
La integridad del ARN extraído fue evaluado mediante electroforesis en geles 
de agarosa al 1,5% en buffer TBE1X (Tris-HCl 90mM, ácido bórico 90mM, EDTA 2mM 
pH=8), bajo un campo eléctrico de 90V durante 20 minutos (Figura 3.1) Se visualizaron 
las bandas correspondientes al ARN ribosómico 28S y 18S, lo que da una idea de la 
integridad del ARN extraído y del rendimiento de la extracción. La concentración se 
determinó mediante espectrofotometría midiendo la absorbancia a una longitud de 
onda de 260nm (A260). A esta longitud de onda una absorbancia de 1 unidad corresponde 
a una concentración de 40 ng/µl. El ratio A260 /A280 estima la pureza del ARN con 
respecto a contaminantes como las proteínas. Las medidas fueron tomadas en Tris-HCl 
10mM pH=7,5. Valores entre 1, 8 y 2 indican que el ARN está libre de impurezas. 
 
Figura 3.1. Electroforesis en agarosa al 1,5%. Se observan las bandas de los ARN 28S y 18S. En el carril 
izquierdo el marcador de peso molecular. Se observan los marcadores de peso molecular en los carriles 
laterales. 
 
Al ARN obtenido se le añadió un inhibidor de RNasas (RNA-secureTM, Ambion) 
según las instrucciones del producto, posteriormente se alicuotó en pequeñas 
cantidades y conservamos a -70ºC hasta su posterior utilización. 
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3.4. Differential Display 
Esta técnica, empleada para el análisis de expresión, se realiza en varios pasos, 
que incluyen una reacción de retrotranscripción para la obtención de ADNc, la 
amplificación de fragmentos utilizando cebadores aleatorios mediante PCR y la 
separación de los productos de la PCR mediante electroforesis vertical en gel de 
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y su posterior tinción de plata para la 
observación de los fragmentos. 
Para realizar los experimentos se emplearon pooles de ARN de cada uno de los 
tratamientos. En la tabla 3.3 se describen las 8 muestras (marcadas por una 
circunferencia) que finalmente (luego de la extracción de ARN en pooles) fueron 
utilizadas con la técnica de Differential Display en el experimento 1. De igual manera, 
tanto para muestras de músculo como de hígado, podemos observar en la tabla 3.4 las 
4 muestras (y las que las componen) que fueron utilizadas en el experimento 2. 
 
Tabla 3.3. Pooles de ARN según la frecuencia de alimentación y tanques de 
procedencia. Las circunferencias muestran las muestras finales de ARN por 
tratamiento experimental. 
  
Ad libitum  Una vez al día 
Ta
n
q
u
e 
1
 
Pez 1  
T1 – P1 
 
Ta
n
q
u
e 
3
 
Pez 1  
T3 – P1 Pez 2  Pez 2 
Pez 3  
T1 – P2 
 Pez 3  
T3 – P2 Pez 4  Pez 4 
Ta
n
q
u
e 
2
 
Pez 1  
T2 – P3 
 
Ta
n
q
u
e 
4
 
Pez 1  
T4 – P3 Pez 2  Pez 2 
Pez 3  
T2 – P4 
 Pez 3  
T4 – P4 Pez 4  Pez 4 
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Tabla 3.4. Pooles de ARN según el tipo de ácido graso de la dieta. Las circunferencias 
muestran las muestras finales de ARN por tratamiento experimental. 
 
 
 
 
3.4.1. Reacción de retrotranscripción 
A partir del ARN extraído previamente se realizó la reacción de 
retrotranscripción o transcripción inversa, mediante la retrotranscriptasa iScriptTM 
cDNA Synthesis Kit (BIORAD). En esta reacción las moléculas de ARN son copiadas a 
moléculas de ADN codificante (ADNc). El ADNc, no contiene intrones, pero es una 
molécula más estable, que requiere unas condiciones de trabajo menos restrictivas. El 
protocolo y programa de amplificación para la realización de la reacción se detalla en las 
Tablas 3.5 y 3. 6. 
 
Tabla 3.5. Protocolo de la reacción de transcripción inversa. 
 Volumen por 
reacción MIX 4µl 
Retrotranscriptasa 1µl 
ARN 2µl 
H2O 13µl 
 
 
Tabla 3.6. Programa de amplificación de la reacción de transcripción inversa. 
Temperatura (ºC) Tiempo 
25ºC 5 minutos 
42ºC 40 minutos 
85ºC 6 minutos 
4ºC ∞ 
 
 
Aceite de Lino Aceite de Girasol Aceite de 
Pescado 
Aceite de Girasol 
Alto Oleico 
E1 
 
P 1 
F2 
 
P 2 
G1 
 
P 3 
H2 
 
P 4 
E3 F4 G3 H4 
E5 F6 G5 H6 
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3.4.2. Amplificación del ADNc 
Después de la reacción de retrotranscripción y una vez obtenido el ADNc, se  
realizó la amplificación de fragmentos mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa 
(PCR) utilizando distintas combinaciones de cebadores poli-T (Tabla 3.7) que consisten 
en una cola poliT, que se une específicamente a las colas de poliadenilación (poliA) 
presentes en todos los ARNm. Loss cebadores, en el extremo 3’, presentan un nucleótido 
de los otros tres posibles (A, G o C), de manera que divide el ARNm en subpoblaciones, 
dependiendo del nucleótido que precede a la cola de poliA, generando así un número 
manejable de cDNAs. El cebador tiene además incorporada una secuencia en el extremo 
5’ de 17 nucleótidos derivada del promotor de T7 que va a permitir la secuenciación 
posterior sin necesidad de subclonar. T7 es un bacteriófago de ciclo lítico, de genoma 
conocido, y es utilizado habitualmente como sistema de clonado. 
Además de los cebadores poli-T, se añade a la reacción cebadores arbitrarios 
(Tabla 3.8) para para que la PCR pueda llevarse a cabo. Estos cebadores son aleatorios; 
cada uno tiene 10 nucleótidos para unirse al ADNc e incorpora 16 nucleótidos en 5’ que 
corresponden al cebador universal M13 inverso para permitir la secuenciación del 
fragmento obtenido sin necesidad de subclonar. M13 es otro bacteriófago utilizado 
como sistema de clonado. 
De esta forma se realizaron en total 60 RT-PCRs para cada muestra a estudio 
por combinación de los tres cebadores inversos combinados con cada uno de los 20 
cebadores aleatorios. 
 
Tabla 3.7. Secuencias de los cebadores poli-T utilizados en Differential Display. 
Cebador Secuencia 
T7(dT12)A 5´-ACG ACT CAC TAT AGG GCT TTT TTT TTT TTA-3´ 
T7(dT12)C 5´-ACG ACT CAC TAT AGG GCT TTT TTT TTT TTC-3´ 
T7(dT12)G 5´-ACG ACT CAC TAT AGG GCT TTT TTT TTT TTG-3 
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Tabla 3.8. Secuencias de los cebadores arbitrarios utilizados en Differential Display. 
Cebador Secuencia 
M13-ARP1 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ACG ACT CCA AG-3´ 
M13-ARP2 5´-ACA ATT TCA CAC AGG AGC TAG CAT GG-3´ 
M13-ARP3 5´-ACA ATT TCA CAC AGG AGA CCA TTG CA-3´ 
M13-ARP4 5´-ACA ATT TCA CAC AGG AGC TAG CAG AC-3´ 
M13-ARP5 5´-ACA ATT TCA CAC AGG AAT GGT CGT CT-3´ 
M13-ARP6 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ATA CAA CGÁ GG-3´ 
M13-ARP7 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ATG GAT TGG TC-3 
M13-ARP8 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ATG GTA AAG GG-3´ 
M13-ARP9 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ATA AGC CTA GC-3´ 
M13-ARP10 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ACA GTG TGT GA-3´ 
M13-ARP11 5´-ACA ATT TCA CAC AGG AAC GCT AGT GT-3´ 
M13-ARP12 5´-ACA ATT TCA CAC AGG AGG TAC TAA GG-3´ 
M13-ARP13 5´-ACA ATT TCA CAC AGG AGT TGC ACC AT-3´ 
M13-ARP14 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ATC CAT GAC TC-3´ 
M13-ARP15 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ACT TTC TAC CC-3´ 
M13-ARP16 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ATC GGT CAT AG-3´ 
M13-ARP17 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ACT GCT AGG TA-3´ 
M13-ARP18 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ATG ATG CTA CC-3´ 
M13-ARP19 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ATT TTG GCT CC-3´ 
M13-ARP20 5´-ACA ATT TCA CAC AGG ATC GAT ACA GG-3´ 
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La reacción de PCR se llevó a cabo con la transcriptasa AmpliTaq Gold (Applied 
Biosystem) utilizando un termociclador PTC200 (MJ Reserch) según las condiciones 
detalladas en Tablas 3.9 y 3. 10.  
 
Tabla 3.9. Concentración inicial, Concentración final y Volúmenes de la reacción de amplificación. 
 [INICIAL] [FINAL] VOLUMEN 
Buffer 10x 1x 1µl 
Cl2Mg 25mM 2mM 0,8µl 
dNTPs 10mM 1mM 1µl 
Cebador dT 10µM 1µM 1µl 
Cebador arbitrario 10µM 1µM 1µl 
Taq Gold 5U/µl 1U 0,1µl 
ADNc   2µl 
H2O   3,1µl 
 
 
Tabla 3.10. Protocolo de amplificación de RT-PCR para Differential Display 
  1 ciclos 2 ciclos 30 ciclos   
Temp. 95º 94º 40º 72º 92º 40º 72º 94º 58º 72º 72º 15º 
Tiempo 8min 4min 5min 5min 1min 1min 5min 30seg 30seg 2min 7min ∞ 
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3.4.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida 
La composición del gel de poliacrilamida consistió en Acrilamida-bisacrilamida 
en una proporción 19:1 6%, Urea 7M, TBE 0,5X, Persulfato Amónico 0,5% y TEMED 
(N,N,N',N'-tetrametiletilenediamina) 0,5%.  Esta solución fue depositada entre dos 
cristales tratados uno con una capa de Bind Silane (Amersham-Pharmacia), que facilita 
la posterior recuperación del gel, y otro cristal con una solución Repel (Amersham-
Pharmacia), que aseguró que el gel no se quedará adherido a este cristal. El buffer de 
electroforesis utilizado fue TBE 1x.  
Una vez polimerizado el gel fue sometido a un calentamiento previo mediante 
una corrida electroforética de 45 minutos a 90W. 
Los fragmentos de PCR fueron separados mediante electroforesis vertical en 
gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.  
Utilizando 5ul tampón de carga consistente en EDTA 0,5M pH=8, Xilén-cyanol 
0,05% y Azul de bromofenol 0,005% y temperatura de 95ºC durante 5 minutos, los 
fragmentos fueron desnaturalizados y cargados en el gel de poliacrilamida. Las 
condiciones de electroforesis fueron: 4h a 60W y entre 1350-1500V.  
 
3.4.4. Tinción y Revelado 
La observación de los fragmentos amplificados diferencialmente se realizó 
sometiendo al gel a un proceso de tinción con nitrato de plata, basado en el protocolo 
de Bassam y col. (1991) con ligeras modificaciones: 
 Fijación del gel en una solución de ácido acético al 10% durante 3 minutos. 
 Lavado con H2O MiliQ. 
 Tinción (AgNO3 0,2%; Formaldehído 37%) con agitación y oscuridad durante 20 
minutos. 
 Lavado del gel con H2O MiliQ. 
 Revelado con una solución que contiene Carbonato sódico (Na2CO3) 0,07M, 
Tiosulfato sódico (Na2S2O3x5 H2O) al 1%, Formaldehído al 37%, hasta la 
visualización de las fragmentos de la PCR en forma de bandas. 
 Lavado con H2O MiliQ. 
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 Detención del revelado con Ácido acético glacial al 10% durante 3 minutos. 
 Lavado con H2O MiliQ y solución con Glicerol al 0,5% para su posterior 
conservación. 
 El gel revelado es separado del cristal y envuelto entre dos hojas de papel celofán 
hasta su secado total. 
 
3.4.5. Selección de las bandas diferencialmente expresadas 
Se seleccionaron fragmentos o bandas en las cuales se apreciaba diferencia de 
intensidad, ausencia o presencia entre los distintos grupos de muestras o de animales 
previamente establecidos. Para confirmar que no se trataba de artefactos de la PCR o 
amplificaciones inespecíficas, se repitieron los grupos o experimentos en los que se 
observaba diferencias de expresión (Figura 3.2) 
 
 
Figura 3.2. Geles Differential Display RT-PCR en gel al 6% de poliacrilamida teñido con nitrato de plata. 
Los fragmentos que pueden corresponder a transcritos diferencialmente expresados se encuentran 
dentro del marco. 
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3.4.6. Reamplificación de las bandas diferenciales 
Las bandas seleccionadas se recortaron del gel de poliacrilamida, utilizando 
lupa y bisturí. Una vez aislada se introdujo en un tubo eppendorf con 80-100ul de agua 
MilliQ y se sometió a un tratamiento de choque térmico, según el siguiente protocolo: 
 Someter los tubos conteniendo las bandas a 95ºC durante 15 minutos. 
 Mantenerlos a -70ºC durante 15 minutos. 
 Permitir la descongelación a temperatura ambiente. 
 Volver a congelar a -70ºC durante 15 minutos. 
 Descongelar a temperatura ambiente. 
 Centrifugar 10000 rpm durante 1 minuto inmediatamente antes de su uso para 
la reacción de reamplificación. Conservar a -20ºC. 
 
La reamplificación de las bandas se realizó con AmpliTaq Gold (Applied 
Biosystems) utilizando el mismo par de cebadores con el que se realizó la RT-PCR de 
Differential Display (tablas 3.11 y 3.12); la presencia en los cebadores de las colas T7 y 
M13 evita los procesos de clonación para obtener la secuencia de los genes 
diferencialmente expresados. 
Tabla 3.11. Concentración inicial, concentración final y volúmenes de la reacción de reamplificación. 
 [INICIAL] [FINAL] VOLUMEN 
Buffer 10x 1x 1µl 
Cl2Mg 25mM 1,5mM 0,6µl 
dNTPs 10mM 0,2mM 0,2µl 
Cebador dT 10µM 1µM 1µl 
Cebador arbitrario 10µM 1µM 1µl 
Taq Gold 5U/µl 1U 0,1µl 
Solución de banda recuperada   3µl 
H2O   3,1µl 
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Tabla 3.12. Protocolo de la reacción de reamplificación. 
  25 ciclos   
Temp. 95º 95º 60º 72º 72º 15º 
Tiempo 5seg 15seg 15seg 15seg 7seg 1min 
 
Para evidenciar la reamplificación de las bandas se utilizaron geles de agarosa 
(1.5%) y/o poliacrilamida [acrilamida-bis-acrilamida (19:1) al 8-12%, TBE 0’5X, Persulfato 
amónico 0’5% y TEMED 0’05%]. Es necesario asegurarse que obtenemos una sola banda 
y del tamaño esperado ya que habitualmente se obtienen bandas dobles o múltiples 
debido a reamplificaciones inespecíficas, contaminaciones o presencia de bandas 
solapadas o artefactos generados durante la reamplificación. En estos casos es necesario 
aislar la banda correcta mediante separación en geles poliacrilamida, volver a 
reamplificar para posteriormente secuenciar. 
3.4.7. Secuenciación y Purificación de la PCR de secuenciación 
Una vez obtenida una banda única y en cantidad suficiente, se purificó el 
producto de PCR mediante un protocolo de purificación en columna (High Pure PCR 
Product Purification kit, Roche), con el objetivo de eliminar cualquier resto de los 
reactivos de la PCR. 
La reacción de secuenciación se realizó en un termociclador PTC200 (MJ 
Research) utilizando ABI PRISM BigDye® Terminador v3.1 Cycle Sequencing Kit y el 
mismo cebador arbitrario con el cual se obtuvo cada una de las bandas en Differential 
Display (Tablas 3.13 y 3.14). 
Tabla 3.13. Condiciones de la reacción de secuenciación. 
 Volumen 
Mix BigDye 2 µl 
Cebador (10mM) 0,5 µl 
H20 2 ul 
PCR Purificada 6 µl 
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Tabla 3.14. Programa de la reacción de secuenciación. 
  30 ciclos   
Temp. 96º 96º 55º 60º 60º 15º 
Tiempo 30seg 30seg 15seg 4min 4min ∞ 
 
Una vez terminada la PCR de secuenciación, el producto se purificó para 
eliminar residuos tales como sales y restos de terminadores que pueden afectar a la 
señal fluorescente siguiendo el siguiente protocolo: 
 Añadir por cada 10µl de PCR de secuenciación: 1,5µl de Acetato sódico 3M 
pH=4,6, 31,25µl de Etanol 100%, y 7,5µl de H2O. 
 Mantener 15 minutos a 4ºC para que precipiten los productos de extensión de la 
PCR. 
 Centrifugar 30 minutos a 13000rpm. Eliminar el sobrenadante. 
 Añadir 250µl de Etanol 75%. 
 Centrifugar 15 minutos a 13000rpm. Eliminar el sobrenadante y permitir el 
secado. 
 
Por último se añadieron 15µl de formamida y se sometió a una electroforesis 
capilar utilizando un secuenciador automático ABI Prism 3130XL (Applied Biosystems). 
Una vez finalizada la electroforesis los resultados se analizaron con el programa 
Sequencing Análisis Software (Applied Biosystems), que genera un electroferograma y 
una secuencia nucleotídica. 
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3.4.8. Análisis de las secuencias e identificación de genes diferencialmente 
expresados 
Las secuencias de nucleótidos obtenidas se analizaron con el programa BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool) que compara las secuencias nucleotídicas, en las 
principales bases de datos de ADN y ARN presentes en la web: 
 NCBI (Nacional Centre of Biotecnólogy Information), 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. 
 UCSC Genome Bioinformatics (University of California Santa Cruz Genome 
Bioinformatics); http://genome.ucsc.edu/ 
 TIGR (The Institute of Genomic Research); http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/ 
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3.5. qRT-PCR 
Esta técnica permite la confirmación de la expresión diferencial de los genes 
encontrados mediante Differential Display, es decir, para comprobar si realmente existe 
una diferencia de expresión en los genes identificados y para cuantificar dichas 
diferencias. Además, se utiliza para medir la expresión de otros genes candidatos 
funcionales que han demostrado tener alguna relación con el metabolismo de lípidos. 
El material de partida de esta técnica fue el ARN total de cada uno de los 
animales a estudio que fue retrotranscrito a ADN codificante (ADNc). En el caso del 
experimento 1, fueron retrotranscritos y analizados pooles de ARN de cada uno de los 
tratamientos, construidos a partir de 2µl de cada individuo. La reacción se llevó a cabo 
en el termociclador iCycler TN (BIORAD), empleando DyNAmoTM HS SYBR® Green qPCR 
Kit (FINNZYMES) que contiene el fluoróforo SybrGreen. Las reacciones se hicieron por 
duplicado para cada individuo y gen. Se incorporaron controles negativos al 
experimento, con los mismos componentes de reacción pero sin sustrato. Las 
cantidades empleadas y el programa del termociclador se describen en las Tablas 3.15 y 
3.16. 
Tabla 3.15. Concentración inicial, Concentración final y Volúmenes de la PCR. 
 [Inicial] [Final] Volumen 
MIX 10x 1x 10 µl 
Cebador Forward 10µM 0,5µM 0,5 µl 
Cebador Reverse 10µM 0,5µM 0,5 µl 
ADNc   2 µl 
H2O   7 µl 
 
Tabla 3.16. Programa de amplificación de la PCR cuantitativa. 
  45 ciclos   155 ciclos   
Temp 95º 95º 55-68º * 72º 95º 68º 68º 15º 
Tiempo 8seg 15seg 30seg 40seg 4min 1min 
2seg* 
*+0,2º/C 
1min 
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El último paso del programa de temperaturas permite la construcción de una 
curva de meeting con la que se comprobó la amplificación del fragmento esperado. La 
fluorescencia emitida fue cuantificada dando una medida de la cantidad amplificada. 
 
3.5.1. Genes Cuantificados: Diseño de cebadores 
Para poder llevar a cabo la qRT-PCR fue necesario diseñar cebadores específicos 
para una serie de genes candidatos cuya expresión se encuentre influenciada por los 
ácidos grasos poliinsaturados (metabolismo de los ácidos grasos, estrés y acción 
hormonal). Los datos de los genes utilizados se recogen en la tabla 3.17 
Para el diseño, se utilizaron secuencias conocidas en las especies O. 
mossambicus, Oryzias latipes, Maylandia zebra y Danio rerio, utilizando los programas 
informáticos Primer 3 (Rozen y col., 2000), Operon; 
https://www.operon.com/oligos/toolkit.php? y DINAMelt (Markham y col., 2005). Con 
el fin de evitar que los cebadores generen estructura secundaria entre sí o con su pareja 
durante las reacciones de qPCR es conveniente tener en cuenta los siguientes requisitos: 
 Tamaño del fragmento a amplificar debe situarse entre 100 y 200pb. 
 Contenido de los cebadores en G/C> 50% 
 Nula formación de dímeros o estructuras secundarias. 
 Máxima especificidad, es decir, que de todo el genoma solo amplifique el gen en 
estudio. 
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Tabla 3.17. Secuencias de los cebadores utilizados para la amplificación de genes funcionales. 
Primer Forward primer (5´ -  3´) Reverse primer (3´ -  5´) GenBank Acc.nº 
ACLY AGGTATGCCTGCCAGTTCATC CCAATGGTGAGAAGGCCTG XM_003442027.2 
ACSL1 TCGAATCGGCTACTTCCAAGG CAGTGGCGTGTTGGCTTGA XM_005457019 
APOA1 CAAGCACACAGCTGAAATGGA AGCAACCCTGGCACGAATAC HE650127 
ECH1 TGGAGAGATTGCTGGTCGC GGCTGCCTGAGCTGATTTC XM_005474839 
EEF1a TCGAGGCTGGTATCTCCAAGA CATGTTGTCTCCGTGCCATC AB075952 
ELOVL6 CCATTGGTGCTGTGGTCACT CAGGCCCGTTGTAGAAGCTC XM_003443399 
FAD6 GGCTGCAGCATGACTTTGG AGTCACCCACACAAACCAGTG XM_003440472 
FAS CATCGACCGAGACTCACTGC CATATTCGCTGCTGGTTTCG GU433188 
GHR TGCTGAGTGGTAGAGGAATGG TGACTGACAGGTTGGGACTG EF052861 
HNF4 TGAGCTGGTGCTTCCTTTCC CGCATCCGCTTGATCTTTC XM_004560279 
HSP70 AAAAGGTGTCCAACGCTGTC AGATGCCGTCTTCAATGGTC FJ213839 
HSP90 ATGCTGACAAGAACGACAAGG AGGGGAGGAATCTCATCTGG XM_013271984 
IGF-I GTCTGTGGAGAGCGAGGCTTT GCGAGAAATCTTGGGAGTCTT NM_001279503 
IGF-II GAAACCCAGCAAAGATACGG GTTCTCCCCCACACAGAGTC NM_001279643 
KRL TGATGCCTACTGTCCCAAGG TTTCGGTCTGCAAGGATAGAG AY495714S1 
ME ATGGCCATGGTGAAGGAGG CATCTGTGGGTGCTCATGTG XM_003453476 
PPARα CTCTTCCACTGCTGCCAGA TGTCGTCCAGCTCCAGAGA NM_001290066 
PRLRa CTGGCCCTTTCTTCGAGTGT CGCTTTCCTCATCCTCCAAC L34783 
SCD CGTTAGGAGTCACTGCAGGA TCCGAGTATTTGTGGTGAACC XM_005471382  
SREBP-1 CGTCCTTTCTTTCGGCTCC AGCTGTTGGTGACGGTGGT XM_005457771 
USF1 CACTGTTACCGTCAACGAGGAA CCGCTCCTTCTGTCTTGAACA DB871616.1 
 
ACLY ATP-citrate lyase, ACSL1 acyl-CoA synthetase long-chain family member 1, APOA1 apolipoprotein A-
I, ECH1 enoyl Coenzyme A hydratase 1, peroxisomal, EEF1a Elongation factor 1-alpha, ELOVL6 elongation 
of very long chain fatty acids protein 6, FAD6 delta-6-fatty acid desaturase, FAS fatty acid synthase, GHR 
growth hormone receptor type 1, HNF4a hepatocyte nuclear factor 4, alpha, HSP70 Heat shock proteins, 
HSP90 Heat shock proteins, IGF-I Insulin-like growth factor I mRNA, IGF-II (Insulin-like growth factor II 
Mrna), KRL killer cell-like receptor, ME NADP-dependent malic enzyme, PPARa Peroxisome proliferator-
activated receptos α, PRLR Prolactin receptor α, SCD stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase), 
SREBP1 stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase), USF1 upstream transcription factor 1. 
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3.5.2. Construcción de la recta patrón 
Para conseguir el correcto funcionamiento de la parejas de cebadores 
diseñadas, es necesaria la construcción de rectas patrón con cada una ellas. Para ello se 
realizó una qPCR a partir de diluciones seriadas de una muestra de ADNc molde diluido 
de forma seriada, de modo que se obtuvo una función de correlación entre la cantidad 
de ADNc inicial y la emisión de fluorescencia, comprobando que el aumento en la 
cantidad de amplicón es de tipo exponencial y función directa de la cantidad de ADNc 
inicial (Gibson y col., 1996). Se requiere un coeficiente de correlación (r2) de al menos 
0,95 y una eficiencia de la PCR de alrededor del 100% (95-105%) (Figura 3.3). 
La recta patrón, es una manera de confirmar que la pareja de cebadores 
funciona y permite interpolar los datos de expresión que se obtienen en el experimento. 
En la mayoría de genes utilizados, se eligieron las diluciones 1x10-1, 1x10-2, 1x10-3 y 1x10-
4 para generar la recta y se trabajó cada muestra por triplicado. La qPCR, genera además 
una curva de desnaturalización, disociación o melting (Figura 3.3), el hecho de visualizar 
un solo pico para todas las reacciones confirma que sólo existe un fragmento 
amplificado. 
Figura 3.3. qRT-PCR: (A) Recta patrón y (B) Curva de disociación del gen EEF1 obtenida por diluciones 
seriadas de ADNc. 
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3.5.3. Genes de Referencia 
La medida de la cantidad amplificada se referenció a la expresión de los genes 
“housekeeping”, Elongation factor 1-alpha (EEF1) y β-Actina, para normalizar las 
variaciones de expresión producidas por las diferencias en la extracción de ARN y en la 
eficiencia de la PCR entre muestras. Estos genes fueron seleccionados por su expresión 
invariable entre tejidos y tratamientos. También se construyó la recta patrón de cada 
uno de los genes de referencia. 
3.5.4. Análisis de datos 
Los datos se analizaron bajo un modelo lineal, considerando los resultados de 
expresión génica como la variable dependiente y como única variable independiente el 
tratamiento (en este caso cada grupo de muestras). El software REST© (Pfaffl y col., 
2002) fue el elegido para el cálculo de la expresión relative del gen de interés. Este 
software toma en cuenta los cambios en las eficiencias de la amplificación y el “crossing 
point” (Cp) o “threshold point” (CT: ciclo umbral) que es considerado como el punto en 
el cual la reacción de amplificación da comienzo (punto en el cual la fluorescencia de la 
reacción sobrepasa la fluorescencia basal o umbral). De esta manera es posible calcular 
de manera precisa la expresión relativa del gen de interés con respecto al gen de 
referencia. 
 
R=[(Etarget gene)ΔCTtarget gene(control−sample)] / [(ERef)ΔCT Ref (control−sample)] 
 
donde: 
R: Expresión relative 
Etarget : eficiencia gen de interés 
ERef: eficiencia del gen de referencia 
ΔCTtarget gene: diferencia del CT del gen de interés del grupo control menos el 
CT del gen de interés del grupo experimental 
ΔCT Ref: diferencia del CT del gen de referencia del grupo control menos el CT del 
gen de referencia del grupo experimental 
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4. RESULTADOS 
4.1. Experimento 1: Influencia de la Frecuencia de Alimentación en la 
Expresión Génica 
4.1.1. Expresión diferencial detectada en muestras de Cerebro por Differential 
Display. 
De las 36 combinaciones analizadas entre cebadores de anclaje poliT y 12 
cebadores arbitrarios (M13) (Tablas 3.5 y 3.6), se seleccionaron 31 bandas que 
manifestaron una expresión diferencial entre los grupos de contraste (alimentados una 
vez al día y ad libitum). La expresión diferencial se manifiesta por la presencia-ausencia 
o intensidad variable en la banda amplificada entre grupos de contraste (Figura 4.2). Las 
bandas seleccionadas se extrajeron del gel de poliacrilamida y previamente a su 
secuenciación fueron separadas en geles de poliacrilamada bajo condiciones no 
desnaturalizantes para confirmar la presencia de una sola banda. De las 31 bandas 
inicialmente seleccionadas 19 no pudieron reamplificarse correctamente por diversas 
razones, no se produjo reamplificación, el amplicón producido no correspondía al 
tamaño esperado o se generaron múltiples amplicones que impidieron localizar la banda 
seleccionada en un primer momento y fue imposible aislarla para su secuenciación. 
Las 12 secuencias reamplificadas se compararon haciendo uso de las 
principales bases de datos públicas, para determinar el gen al que correspondían. Los 
resultados evidenciaron secuencias que mostraron una elevada homología con un gen 
de función conocida, con fragmentos de una secuencia de función desconocida o no 
mostraron homología con ninguna secuencia de las bases de datos utilizadas. 
En la tabla 4.1 se detallan las 10 secuencias que presentaron una elevada 
homología con una única secuencia, el gen al que corresponde (cuando se conoce), su 
función, el número de acceso de GenBank, la especie en la que está descrito dicho gen 
y el grupo experimental en el que aparece la banda diferencial.  
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Tabla 4.1. Resultados de anotación de las secuencias recortadas y reamplificadas para su identificación 
en muestras de cerebro de O. niloticus. La denominación del fragmento se basa en la combinación de 
cebadores del cual se obtuvo el fragmento y el tamaño del fragmento del gel del cual fue recuperado. 
Banda Gen Función 
N0 acceso 
GenBank 
Especie 
Grupo 
experimental 
A7-400 
Calcineurin 
subunit B type 1 
(LOC101465581)  
Proteína hipotética 
XM_0045386
54 
Maylandia 
zebra 
Ad líbitum 
G3-250 
CNTN3 
(LOC100696343) 
Proteína hipotética 
XM_0034427
22 
O. niloticus 
Ad libitum 
CLIC6 Chloride cannel 6 AF448438 H.sapiens 
G7-155 Desconocido Desconocido   Ad libitum 
G8-174 
EPD1 
(LOC100697993) 
Proteína hipotética 
XM_0034568
56 
O. niloticus Ad libitum 
G8-170 
sec5l1 
Gen sec5like1 descrito en 
S.cerevisiae  
BX927255, 
CK698666 
D.rerio Ad libitum 
CCHL1A2 
Subunidad alpha-1 del canal de 
calcio tipo N 
M94172 H. sapiens Ad libitum 
A9-300 ALOX5 
Interviene en la síntesis de 
leucotrienos a partir de ac. 
Araquidónico 
AL731567 H. sapiens Ad libitum 
G8-310 
PLXNA4 Proteína hipotética. 
XM_0034450
06 
O. niloticus Ad libitum 
A9-250 
16S ribosomal 
RNA 
Transcripción de genes 
mitocondriales 
GU370126 O.niloticus Ad libitum 
A2-123 Desconocido Desconocido   Una vez al día 
A2-186 Desconocido Desconocido   Una vez al día 
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4.2. Experimento 2: Influencia de los Ácidos Grasos Poliinsaturados 
en la Expresión Génica. 
4.2.1. Differential Display. 
En los peces que fueron criados en cuatro grupos de estudio y alimentados con 
pienso compuesto por aceite de lino (AcL), aceite de girasol (AcG), aceite de girasol alto 
oleico (AcGAO) y aceite de pescado (AcP) se analizaron 60 combinaciones entre 
cebadores poliT (T7) y cebadores aleatorios. Se obtuvieron patrones de expresión 
distintos entre los tratamientos, tanto en muestras de músculo como de hígado. Todas 
las bandas seleccionadas como diferencialmente expresadas fueron extraídas de la 
matriz de poliacrilamida, reamplificadas y secuenciadas en caso de confirmarse como 
fragmento único y del tamaño esperado. 
 
4.2.1.1. Muestras de músculo 
Un total de 36 bandas fueron seleccionadas bien por su presencia-ausencia o 
por sus diferencias de intensidad entre los grupos analizados. Tras ser reamplificadas, 
14 bandas fueron secuenciadas y analizadas haciendo uso de las principales bases de 
datos públicas. Dos fragmentos no pudieron ser identificados en las bases de datos 
debido a que no mostraron homología con ninguna secuencia, cinco fragmentos 
presentaron homología con más de una secuencia y dos fragmentos mostraron una 
elevada homología con un mismo gen como consecuencia de que el cebador arbitrario 
se une a distintas regiones del gen. En la Tabla 4.2 se detalla el resultado de las siete 
bandas restantes que fueron comparadas con las bases de datos públicas disponibles y 
mostraron una elevada homología con una única secuencia. En ella se indica el gen del 
que forman parte (cuando se conoce), su función, el número de acceso de GenBank con 
indicación de la especie en la que está descrito ese gen y el grupo experimental en el 
que aparece la banda diferencial. 
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Tabla 4.2. Resultados de anotación de las secuencias recortadas y reamplificadas para su identificación 
en muestras de músculo de O. niloticus. La denominación del fragmento se basa en la combinación de 
cebadores del cual se obtuvo el fragmento y el tamaño del fragmento del gel del cual fue recuperado. 
 
Banda Gen Función 
N0 acceso 
GenBank 
Especie 
Grupo 
experimental 
C3-395 
C3-267 
Laminin, alpha3 
variante X2 (LAMA3) 
Proteína 
hipotética 
XM_005476339.2 O.niloticus Aceite de Lino 
G2-200 STRIP1 
Proteína 
hipotética 
XM_003441269.3 O. niloticus Aceite de Lino 
C3-188 LOC102299338 Desconocida XM_005920119.1 
Haplochromis 
burtoni 
Aceite de Lino 
A8-221 
GABARAPL1 
(LOC100697001) 
Proteína 
hipotética 
XM_003450690.3 O.niloticus Aceite de Girasol 
G6-193 LOC106098112 Desconocida XM_013270472 O. niloticus Aceite de Girasol 
C2-370 GAPDH 
Proteína 
hipotética 
XM_005455438.1 O.niloticus Aceite de Pescado 
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4.2.1.2. Muestras de hígado 
Un total de 75 bandas fueron seleccionadas bien por su presencia-ausencia o 
por su intensidad diferencial. Tras ser reamplificadas, 56 bandas fueron secuenciadas y 
analizadas haciendo uso de las principales bases de datos públicas. Un total de 24 
fragmentos no pudieron ser identificados en las bases de datos debido a que no se 
encontró homología significativa con la secuencia de los genes publicados y 18 
fragmentos presentaron homología con un elevado número de secuencias. De igual 
manera que con las muestras de músculo algunas secuencias presentaron una elevada 
homología con un mismo gen debido a que los cebadores arbitrarios se unen a distintas 
regiones del gen. En la Tabla 4.3 se detalla el resultado de las catorce bandas restantes 
que fueron comparadas con las bases de datos públicas disponibles. En ella se indica el 
gen del que forman parte (cuando se conoce), su función, el número de acceso de 
GenBank con indicación de la especie en la que está descrito ese gen y el grupo 
experimental en el que aparece la banda diferencial. 
 
 
Tabla 4.3. Resultados de anotación de las secuencias recortadas y reamplificadas para su identificación en 
muestras de hígado de O. niloticus. La denominación del fragmento se basa en la combinación de cebadores 
del cual se obtuvo el fragmento y el tamaño del fragmento del gel del cual fue recuperado. 
Banda Gen Función 
N0 acceso 
GenBank 
Especie 
Grupo 
experimental 
C12-456 
C12-508 
ZP3 
(LOC100699900) 
Regula la interacción 
Ovulo-Espermatozoide 
XM_003440380.2 O.niloticus 
Aceite de 
Girasol 
C12-349 
C12-312 
C12-353 
C12-156 
TAPBP1 Proteína hipotética XM_003450641.3 O.niloticus 
Aceite de 
Girasol 
G9-270 
G9-277 
Genoma 
mitocondrial 
Transcripción de genes 
mitocondriales 
HM067614.1 
Oreochromis 
sp. 
Aceite de 
Girasol 
G9-155 
G9-314 
G9-163 
G9-361 
Genoma 
mitocondrial 
Transcripción de genes 
mitocondriales 
GU477631.1 
Oreochromis 
sp. 
Aceite de Lino 
G9-243 
G9-297 
Genoma 
mitocondrial 
Transcripción de genes 
mitocondriales 
GU477631.1 
Oreochromis 
sp. 
Aceite de 
Pescado 
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4.2.2. Expresión diferencial en genes candidatos por qRT-PCR 
4.2.2.1. Genes Candidatos Implicados en el Metabolismo de los ácidos grasos 
poliinsaturados. 
Con el fin de evaluar la expresión diferencial de genes candidatos funcionales 
se empleó la técnica de PCR a tiempo real Los genes candidatos se eligieron por su 
implicación en rutas metabólicas importantes del metabolismo de ácidos grasos,  del 
estrés y de la acción hormonal en peces. 
 ACLY (ATP citrato liasa): Es la primera enzima responsable de la síntesis del 
acetil-CoA. Cataliza la conversión de citrato a oxalacetato y acetil-CoA. La 
expresión del gen ACLY se encontró significativamente disminuida (p<0,05) en 
tejido hepático en los peces alimentados con dietas de AcG y AcGAO (Figura 4.2 
y 4.3) cuando se comparó con los alimentados con AP. Del mismo modo, en los 
peces alimentados con AcL se observó una ligera tendencia (aunque no 
significativa) de disminución de expresión (p=0,1) 
 FAS (Sintasa de Ácidos grasos): Es una enzima multifuncional que permite la 
síntesis del ácido palmítico (C16:0) a partir de acetil-CoA y malonil-CoA. 
Los análisis de expresión mostraron que la expresión del gen FAS está disminuida 
significativamente en tejido hepático (p<0,05) en todos los peces alimentados 
con aceites vegetales cuando se comparó con los alimentados con AP (Tabla 4.4 
y Figura 4.1, 4.2, 4.3). 
 ME (Enzima málica): Enzima que interviene en el metabolismo de los ácidos 
grasos transformando el Malato en Piruvato. 
Los análisis de expresión mostraron que las diferentes dietas de aceites vegetales 
no afectaron significativamente a la expresión del gen ME (Tabla 4.4). 
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 ELOVL6 (elongasa de ácidos grasos de cadena larga tipo 6) Enzima que participa 
en la elongación de ácidos grasos saturados y monoinsaturados de 12, 14 y 16 
carbonos. 
Las dietas no afectaron significativamente la expresión del gen ELOVL6 (Tabla 
4.4) aunque se observó un ligero incremento en la expresión (no significativo) 
(p=0,099) en el grupo de peces alimentados con aceite de lino. (Figura 4.1) 
 SCD (delta 9 estearil-CoA desaturasa): Enzima encargada de introducir 
insaturaciones en la posición C9 para producir los ácidos grasos 
monoinsaturados palmitoleico (16:1) y oleico (18:1).  
El análisis de expresión mostró un incremento significativo en la expresión del 
gen SCD (p<0,01) en tejido hepático (Tabla 4.4) entre los distintos grupos 
alimentados con aceites vegetales cuando se compara con los alimentados con 
aceite de pescado (Figura 4.1, 4.2, 4.3) 
 FAD6 (delta-6 desaturasa): Es una enzima que regula tanto la conversión ácido 
linoleico y linolénico en ácidos grasos poliinsaturados (AA, DPA, EPA, DHA). 
El análisis mostró un incremento significativo en la expresión del gen FAD6 
(p<0,05) en tejido hepático (Tabla 4.4) entre los distintos grupos alimentados con 
aceites vegetales cuando se compara con los alimentados con aceite de pescado 
(Figura 4.1, 4.2, 4.3). 
Figura 4.1. Efecto de la dieta de aceite de lino en la expresión génica de O. niloticus en tejido 
hepático. Los resultados se obtienen de comparar los peces alimentados con AL frente a los 
alimentados con AP. Las barras representan un 95% de I.C (intervalo de confianza) en cada 
grupo. Los asteriscos indican diferencias significativas con un *p<0,05; **p<0.01; † p<0. 1   
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 ACSL1 (Acil coA sintetasa para ácidos grasos de cadena larga): Participa en el 
proceso de oxidación de los ácidos grasos. Se encuentra ubicada en la membrana 
mitocondrial externa, donde cataliza el paso previo de activación del ácido graso 
a Acil coenzima A (Acil-CoA).  
Los análisis mostraron una disminución significativa en la expresión del gen 
ACSL1 (p=0,008) en peces alimentados con aceite de girasol (Tabla 4.4) cuando 
se compara con los alimentados con AP (Figura 4.2). 
 
 
 
 ECH1 (enoil-CoA hidratasa): Es una de las enzimas que participa en el segundo 
paso de la oxidación de los ácidos grasos, realizando la hidratación del enlace 
entre los carbonos C-2 y C-3. 
Los análisis mostraron que la expresión del gen ECH1 se encuentra 
significativamente disminuido en tejido hepático (p<0,05) (Tabla 4.4) en los 
peces alimentados con dietas de AcG y AcGAO (Figura 4.2 y 4.3) cuando se 
compara con los alimentados con AP. 
 APOA1 (apolipoproteína A-I): Es una proteína de gran peso molecular. 
Sintetizada en el hígado y en el intestino, es el principal componente de las 
lipoproteínas de alta densidad (HDL) y responsable de la eliminación del 
colesterol de las células. 
Figura 4.2. Efecto de la dieta de aceite de girasol en la expresión génica de O. niloticus en 
tejido hepático. Los resultados se obtienen de comparar los peces alimentados con AG 
frente a los alimentados con AP. Las barras representan un 95% de I.C (intervalo de 
confianza) en cada grupo. Los asteriscos indican diferencias significativas con un *p<0,05; 
**p<0.01 
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El gen APOA1 presentó una expresión incrementada (P<0,05), en tejido hepático, 
en los peces alimentados con dietas de AcL y AcG (Figura 4.1 y 4.2) cuando se 
comparó con los alimentados con AP (Tabla 4.4). Del mismo modo, en los peces 
alimentados con AcGAO se observó una ligera tendencia (aunque no 
significativa) de incremento de expresión (p=0,073) (Figura 4.3). 
 
 
 SREBP-1 (Proteína de Unión al Elemento de Respuesta a Esteroles): Es una de 
las tres proteínas producidas por el factor de transcripción SREBP (SREBP1a, 
SREBP1c y SREBP2). Participa directamente en la expresión y regulación de genes 
involucrados en el metabolismo de ácidos grasos, triglicéridos y fosfolípidos. Su 
expresión se halla regulada por factores hormonales y la dieta (Ou y col., 2001). 
Los resultados del análisis de expresión en tejido hepático, mostraron que en los 
peces alimentados con AcL y AcG el gen SREBP1a aumentó significativamente 
(p<0,05) su expresión (Figura 4,1 y 4.2), mientras que los alimentados con AcGAO 
se observó una ligera disminución en la expresión (p=0,009) (Figura 4.3 y Tabla 
4.4). 
 
Figura 4.3. Efecto de la dieta de aceite de girasol alto oleico en la expresión génica de O. 
niloticus en tejido hepático. Los resultados se obtienen de comparar los peces alimentados 
AcGAO frente a los alimentados con AcP. Las barras representan un 95% de I.C (intervalo 
de confianza) en cada grupo. Los asteriscos indican diferencias significativas con un 
*p<0,05; **p<0.01; †p<0. 1   
RESULTADOS 
82 
 PPARα (Receptor activado proliferador de peroxisoma): Es uno de los 3 
miembros (PPARα, PPARβ y PPARγ) de la familia de factores de transcripción 
PPAR. Su principal función es la oxidación de ácidos grasos particularmente en el 
ayuno, activando los genes que participan en el catabolismo de los lípidos.  
No se encontraron diferencias significativas de expresión en el gen entre los 
peces alimentados con aceites vegetales cuando fueron comparados con los 
alimentados con aceite de pescado (Tabla 4.4) 
 HNF-4 (Factor nuclear hepático-4): Es un factor nuclear del hepatocito y controla 
directa o indirectamente diversos genes hepáticos, entre ellos los genes que 
codifican apolipoproteínas, enzimas involucradas en el metabolismo del hierro y 
carbohidratos. Se expresa considerablemente en el hígado, riñón, intestino y 
páncreas y presenta gran afinidad a los ácidos grasos de cadena larga.  
Los análisis de expresión no mostraron diferencias significativas entre los peces 
alimentados con dietas de aceites vegetales, no afectando de esta manera a la 
expresión del gen HNF-4 (Tabla 4.4). 
 
 USF1 (upstream stimulatory factor 1) Gen que se encuentra relacionado con 
factores de riesgo cardiovascular. 
Los análisis de expresión mostraron un aumento en la expresión del gen USF1 
(p=0,026) en los peces alimentados con aceite de girasol cuando se comparó con 
los alimentados con aceite de pescado (Tabla 4.4, Figura 4.2). 
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Tabla 4.4. Expresión relativa por RT-qPCR en tejido hepático de O. niloticus (tilapia) en peces 
alimentados con aceites vegetales frente a los alimentados con aceite de pescado. Los valores de la 
expresión fueron normalizados con gen EEF1. 
 
 
Los resultados son obtenidos del análisis entre cada dieta vegetal frente a la dieta basado en aceite 
de pescado. Las diferencias estadísticas en la expresión genética fueron evaluadas en utilizando el 
programa REST© (Pfaffl y col., 2002). Los valores son considerados significativamente diferentes 
cuando p<0,05. Los genes que presentan expresión aumentada se muestran con (+) y los que 
presentan expresión disminuida con (-); los genes que no mostraron diferencia de expresión se 
presentan con (ns). 
 
  
 Aceite de Lino Aceite de Girasol 
Aceite de Girasol Alto 
Oleico 
 Expresión p-value Expresión p-value Expresión p-value 
ACLY -0,405 0,1 -0,328 0,01 -0,458 0,01 
FAS -0,225 0,003 -0,297 0,033 -0,295 0,026 
ME n.s  n.s  n.s  
ELOVL6 +1,763 0,099 n.s  n.s  
SCD +27,715 0,001 +42,386 0 +9,044 0 
FAD6 +4,318 0 +4,87 0,003 +2,533 0,027 
ACSL1 n.s  -0,446 0,008 n.s  
ECH1 n.s  -0,418 0,042 -0,389 0,001 
APOA1 +2,546 0,018 +3,667 0,001 +1,904 0,073 
SREBP1 +2,022 0,018 +2,026 0,007 -0,519 0,009 
PPARα n.s  n.s  n.s  
HNF4 n.s  n.s  n.s  
USF1 +1,826 0,026 n.s  n.s  
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4.2.2.2. Genes Relacionados con el estrés. 
 KRL (killer cell-like receptor): Las células natural killer pertenecen al sistema 
inmune y participan en múltiples respuestas defensivas fisiológicas. 
Los análisis de expresión mostraron que la expresión del gen KRL está disminuida 
significativamente en tejido hepático (p<0,05) en los peces alimentados con 
aceite de lino y aceite de girasol (Figura 4.4 y 4.5) cuando se comparó con los 
alimentados con aceite de pescado. En los peces alimentados con aceite de 
girasol alto oleico la ligera disminución de la expresión del gen no resultó 
significativa (p=0,11) (Tabla 4.5). 
 HSP70 (proteína de choque térmico 70 KDa): Son proteínas de choque térmico, 
implicadas en el plegamiento de proteínas, protegiendo a las células de los 
efectos tóxicos del calor y otras formas de estrés. 
Los análisis de expresión mostraron que la expresión del gen HSP70 se encuentra 
disminuida (P<0,05) en tejido hepático en los peces alimentados con dietas de 
AcL y AcG cuando se comparó con los alimentados con AcP (Figura 4.4 y 4.5). Del 
mismo modo, en peces alimentados con AcGAO se observó también una ligera 
disminución (aunque no significativa) en la expresión (p=0,082) (Tabla 4.5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.4. Expresión génica por RT-PCR en tejido hepático de O. niloticus por efecto de la dieta 
de aceite de Lino. Los resultados se obtienen de comparar los peces alimentados con aceites Lino 
frente a los alimentados con ácidos aceite de pescado. Las barras representan un 95% de I.C 
(intervalo de confianza) en cada grupo. *p<0,05; **p<0,01,   p<0,1 
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 HSP90 (proteína de choque térmico 90 KDa): Es una proteína denominada 
chaperona que interviene en la estabilización de proteínas en situaciones de 
hipertemia. 
Los análisis de expresión no mostraron diferencias significativas entre los peces 
alimentados con aceites vegetales comparados con los alimentados con aceite 
de pescado (Tabla 4.5). 
 PRL (Prolactina): Es una hormona promotora de la adaptación a los ambientes 
hipo-osmóticos en peces y participa en la estimulación del sistema inmunitario.  
Los análisis mostraron que la expresión del gen del receptor de la PRL se 
encuentra significativamente disminuida (P<0,05) en tejido hepático en peces 
alimentados con dietas de AcG y AcGAO (Figura 4.5 y 4.6) cuando se comparó a 
los alimentados con AcP. Del mismo modo, una ligera disminución en la 
expresión del gen (aunque no significativa) se evidenció en peces alimentados 
con AL (p=0,065) (Tabla 4.5). 
 
Figura 4.5. Expresión génica por RT-PCR en tejido hepático de O. niloticus por efecto de la dieta de 
aceite de Girasol. Los resultados se obtienen de comparar los peces alimentados con aceites Lino 
frente a los alimentados con ácidos aceite de pescado. Las barras representan un 95% de I.C 
(intervalo de confianza) en cada grupo. *p<0,05; **p<0.01 
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 GH (hormona de crecimiento): Hormona que participa en el crecimiento 
corporal y osmoregulación en peces. Es considera también como hormona anti 
estrés. 
Los análisis mostraron un incremento significativo en la expresión del gen GH 
(p<0,05) en tejido hepático en peces alimentados con dieta de AcL cuando se 
comparó con los alimentados con AcP (Figura 4.4). En el grupo de peces 
alimentados con AcGAO también se observó un ligero incremento (aunque no 
significativa) de la expresión (p=0,092) (Tabla 4.5). 
 IGF-I (factor de crecimiento insulínico tipo I): Hormona que participa 
principalmente en el crecimiento óseo y su estimulación es dependiente de la 
hormona GH. Su expresión se ve influencia por niveles de estrés, estado de salud 
y niveles de nutrición, entre otros. 
El análisis mostró un incremento significativo en la expresión del gen IGF-I 
(p<0,05) en tejido hepático (Tabla 4.5) entre los distintos grupos alimentados con 
aceites vegetales cuando se comparó con los alimentados con AcP (Figura 4.4, 
4.5, 4.6). 
 
Figura 4.6. Expresión génica por RT-PCR en tejido hepático de O. niloticus por efecto de la dieta de 
aceite de Girasol alto oleico. Los resultados se obtienen de comparar los peces alimentados con 
aceites Girasol alto Oleico frente a los alimentados con ácidos aceite de pescado. Las barras 
representan un 95% de I.C (intervalo de confianza) en cada grupo. *p<0,05; **p<0.01 † p<0,1 
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 IGF-II (factor de crecimiento insulínico tipo II): Hormona que participa en el 
crecimiento celular temprano. Es estimulada por la hormona GH y los niveles de 
expresión están influenciados por diversos factores, entre ellos el estrés y el 
estado nutricional. 
Los análisis mostraron un incremento en la expresión del gen IGF-II (p=0,012) en 
peces alimentados con AcL cuando se compara con los alimentados con AcP 
(Tabla 4.5, Figura 4.4). 
 
Tabla 4.5. Expresión relativa por RT-qPCR en tejido hepático de O. niloticus de genes 
relacionados con el estrés. 
 Aceite de Lino Aceite de Girasol Aceite de Girasol Alto Oleico 
 Expresión p-value Expresión p-value Expresión p-value 
PRLR -0,502 0,065 -0,353 0,044 -0,339 0,036 
GH +1,324 0,047 n.s  +1,01 0,092 
IGF-I +2,009 0,014 +1,845 0,02 +1,727 0,018 
IGF-II +1,874 0,012 n.s  n.s  
KRL -0,383 0,05 -0,266 0,004 -0,5 0,11 
HSP70 -0,345 0,045 -0,242 0,009 -0,55 0,082 
HSP90 n.s  n.s  n.s  
 
Los valores de la expresión fueron normalizados con gen EEF1. Los resultados son obtenidos 
del análisis entre cada dieta conteniendo aceites vegetales frente a la dieta basado en aceite 
de pescado. Las diferencias estadísticas en la expresión genética fueron evaluadas en utilizando 
el programa REST© (Pfaffl y col., 2002). Los valores son considerados significativamente 
diferentes cuando p<0,05. Los genes que presentan expresión aumentada se muestran con (+) 
y los que presentan expresión disminuida con (-); los genes que no mostraron diferencia de 
expresión se presentan con (ns). 
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5. DISCUSIÓN 
En este estudio, hemos tratado de realizar un enfoque de los aspectos de la 
nutrigenómica de la tilapia respecto a la respuesta génica en el metabolismo de los 
ácidos grasos, sistema inmune y osmoregulación generada como consecuencia del 
reemplazo total del aceite de pescado por aceites vegetales en la dieta y la frecuencia 
de alimentación en la Tilapia del Nilo (O. niloticus). 
 
5.1. Experimento 1: Influencia de la Frecuencia de Alimentación en la 
Expresión Génica. 
5.1.1. Expresión diferencial en muestras de cerebro 
A pesar de los esfuerzos realizados en el desarrollo de genotecas de tilapias en 
diferentes tejidos (esta información está incluida en el Cyclid genome consortium 
(http://cichlid.umd.edu/CGCindex.html#maps)), como gónada (Nagahama, 18186 
ESTs), cerebro y gónadas (Baroiller/D’Cotta), cerebro y branquias (Genomar, 2500 ESTs) 
y cerebro, corazón y músculo (Martins), el genoma de la especie O. niloticus no se 
conoce aún en su totalidad. En el año 2010, Lee y col., publicaron el primer mapa 
genético en tilapia que incluía secuencias BAC y ESTs y Guyon, y col., (2012), utilizando 
paneles de híbridos radiados (Radiation Hybrid –RH), genotipó 850 genes, 82 
marcadores BAC, 154 microsatéllites y 272 polimorfismos de nucleótido único (SNPs). 
La técnica de Differential DIsplay no precisa de ningún conocimiento previo 
sobre el genoma de estudio, requiere baja cantidad de ARN de partida, es simple a nivel 
metodológico y ha mostrado su utilidad en estudios de expresión diferencial, motivos 
por los cuales fue seleccionado para el desarrollo del presente trabajo. 
En los resultados obtenidos cabe resaltar que se identificaron patrones 
transcripcionales diferenciales entre los pooles correspondientes a muestras de 
individuos que fueron alimentados ad líbitum y una vez al día y por tanto asociados al 
estrés producido por la frecuencia de alimentación. Esta asociación se ha observado en 
salmón (Salmo salar) o en rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) por efecto de la 
privación de alimento (Soengas y col., 1996, Figueroa y col., 2000; Polakof y col., 2007). 
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Hemos reamplificado y secuenciado diez de las bandas que corresponden a 
transcritos que generan diferentes proteínas, y la técnica utilizada ha mostrado ser una 
buena opción para identificar genes que se expresan bajo determinadas condiciones de 
estrés, en una especie cuyo genoma es todavía poco conocido, con la ayuda de la 
información generada en otras especies. 
Las secuencias de las bandas seleccionadas por expresión diferencial mostraron 
homología con genes desconocidos, con genes de O. niloticus, Maylandia zebra, clones 
de Danio rerio o de Homo sapiens de gran longitud y que contienen varios genes 
completos o parciales y con secuencias codificantes desconocidas que por anotación 
automática se asocian a un hipotético gen que dará lugar a un producto actualmente 
desconocido. Estas secuencias requieren un trabajo adicional para determinar su 
función mediante análisis de similitud de dominios y comparación con otras especies 
cuyo proyecto genoma está más desarrollado, como, por ejemplo, la especie humana.  
Las bandas G3-250, G8-170 y A9-300 presentaron homología con bases de 
datos de la especie Homo sapiens. Tal es el caso, de genes que intervienen en los 
mecanismos de intercambio de Ca2+ y Cl–, como son el N-type calcium channel alpha-1 
subunit CCHL1A2 o el CLIC6, también llamado Chloride cannel 6, que interacciona con 
receptores de Dopamina (Friedli y col., 2003) o el gen ALOX5, que interviene en la 
producción de leucotrienos, conocidos mediadores en los procesos inflamatorios. 
Entre las secuencias identificadas dentro de la propia especie de estudio O. 
niloticus y en el grupo alimentado ad libitum frente a los sometidos a estrés, se ha 
encontrado que la banda G8-174 presenta homología con el gen EPD1 (Ependymin-1 
precursor putative) una glicoproteína que se encuentra en altas concentraciones en el 
líquido cefaloraquideo de los peces teleósteos y que fue originalmente asociado con el 
proceso de aprendizaje en los peces (Shashoua, 1991). Este gen, ha sido caracterizado 
molecularmente y sus secuencias comparadas entre peces euteleosteos (Orti y Meyer, 
1996). En las especies Carassius auratus y Salmo salar se ha estudiado su biosíntesis y 
se ha caracterizado la estructura del gen y de un precursor (Königstorfer y col., 1989(a), 
(b)., Müller-Schmid y col., 1992). Se conoce que esta proteína se expresa en diferentes 
tejidos en mamíferos (Apostolopoulos y col., 2001), mientras que en peces solo son 
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descritas en el cerebro (Shashoua, 1977). Los trabajos indican que en peces podría tener 
una función durante la regeneración axonal y estar asociado con la neuroplasticidad y 
regeneración del nervio óptico (Shashoua, 1991), mientras que en mamíferos 
(especialmente en humanos) se expresan en una variedad de tejidos y se ha demostrado 
están sobre expresado en el cáncer de colon (Nimmrich y col., 2001) y en el momento 
anterior al inicio de la proliferación y diferenciación de las células madres en tejido 
hematopoyético (Apostolopoulos y col., 2001).  
De igual manera, se encontró homología de la banda G8-310 con el gen PLXNA4 
cuya función ha sido estudiada en Mus musculus y Rattus sp., describiendola como un 
receptor de membrana que se une a la neurofibrina 1 y 2 (NRP: proteínas 
transmembrana) (Vieira y col., 2007) y traduce señales desde las semaforinas (sema3a -
y sema6a – moléculas implicadas en el guiado neuronal) (Suto y col., 2005; Matsuoka y 
col., 2011). El complejo Nrp-Plexin-Semaforinas genera cascadas que regulan diversos 
procesos en el desarrollo del sistema nervioso (Gutekunst y col., 2012). 
Entre otros genes encontrados que presentaron homología parcial con la banda 
G3-250 mencionaremos a un miembro de un grupo de moléculas que pertenecen a la 
superfamilia de las inmunoglobulinas y que se expresan exclusivamente en el cerebro, 
el gen Contactin-3 (CNTN3). Aunque se desconoce su función en peces, los estudios en 
ratón y ratas muestran que su expresión se produce en las células Purkinje (o neuronas 
de Purkinje) localizadas en la corteza del cerebelo (Shimoda y Watanabe, 2009). 
Del total de bandas analizadas, un único caso nos ha remitido al genoma 
mitocondrial completo de la especie Oreochromis niloticus, es el caso de la banda A9-
250 que se corresponde con un fragmento de la subunidad 16s ribosómico mitocondrial 
descrito por He y col., (2011). 
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5.2. Experimento 2: Influencia de los Ácidos Grasos Poliinsaturados en la 
Expresión Génica 
5.2.1. Expresión diferencial en muestras de Músculo 
Del total de bandas diferencialmente expresadas en músculo, logramos 
identificar la secuencia de 7 de ellas que fueron expresadas en individuos alimentados 
con aceite de lino (AcL), aceite de girasol (AcG) y aceite de pescado (AcP). En la mayoría 
de los casos, la secuencia de la banda correspondió a genes que codifican proteínas 
hipotéticas en la especie O. niloticus y en otros casos a transcritos no identificados.  
En el grupo alimentado con aceite de lino, encontramos 4 bandas 
diferencialmente expresadas: C3-395, C3-267, G2-200, C3-188. Una de las bandas, C3-
188, banda codifica una proteína de función desconocida,  
En el grupo alimentado con AL, encontramos las bandas C3-395 y C3-267 que 
se corresponden con diferentes zonas del gen Laminin alpha 3 (LAMA3) que codifica una 
proteína hipotética en O. niloticus. Los estudios de la función de este gen en Homo 
sapiens y Bos taurus indican que codifican un grupo de proteínas que regulan el 
crecimiento celular, la motilidad y la adhesión celular. Se les relaciona también con la 
formación y organización de las membranas basales, que dan fuerza y elasticidad a la 
piel (Bruckner-Tuderman y Has, 2014; Sartelet y col., 2015).  Se conoce que el ácido 
linolénico tiene aplicaciones en medicina por sus efectos beneficiosos, entre otros, 
sobre el hígado y eczemas en la piel (Asadi-Samani y col., 2014).  
En el mismo grupo, identificamos también a las bandas C3-188 y G2-200. En el 
primer caso, la banda codifica una proteína de función desconocida, pero en el caso del 
transcrito correspondiente a la banda C2-200, pudimos identificar homología con el gen 
STRIP (Striatin Interacting Protein 1). Los estudios mencionan que podría estar implicado 
en la organización del citoesqueleto, la morfología celular y la migración. (Bai y col., 
2011) 
En el caso de las tilapias alimentadas con AcG, el transcrito correspondiente a 
la banda A8-221 mostró homología con el gen GABARAPL1 (gamma-aminobutyric acid 
receptor-associated protein-like 1), una proteína asociada al receptor GABA, 
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multivalente, evolutivamente conservada, y relacionada con la inmunidad innata en 
células eucarióticas. Los estudios realizados en moluscos muestran que el nivel de 
expresión aumentó en el hepatopáncreas luego de un desafío bacteriano   (Bai y col., 
2012). Estos resultados sugieren, que en peces, es posible que el receptor GABARAP 
pueda desempeñar funciones en el sistema inmune innato contra los patógenos. 
Se observó también, en el grupo de tilapias alimentadas con AcP una banda 
diferencialmente expresada identificada como C2-370 que mostró homología con el gen 
GAPDH. El GAPDH es una proteína multifunctional, que cataliza la oxidación del 
gliceraldehído-3-fosfato, un intermediario en el catabolismo de la glucosa. Ahora se sabe 
que esta proteína (GAPDH) interviene en procesos tan diversos como la duplicación y la 
reparación del DNA, la endocitosis y los eventos de la fusión de membranas en 
mamíferos (McKee y Mckee, 2014).  Los estudios revelan que GAPDH presenta dos 
isoformas, relacionadas con la modulación inmune y cuya respuesta transcripcional fue 
modulada en respuesta a la actividad viral y bacteriana (Cho y col., 2008; Seo y col., 
2014). 
 
5.2.2. Expresión diferencial en muestras de Hígado 
Las secuencias de las bandas diferencialmente expresadas en hígado, de 
individuos alimentados con aceite de lino (AcL), aceite de girasol (AcG) aceite de girasol 
alto oleico (AcGAO) y aceite de pescado (AcP), mostraron homología con glicoproteínas 
y genes del genoma mitocondrial de tilapia. 
En el grupo de tilapias alimentadas con AcG se identificaron 8 bandas 
diferencialmente expresadas cuando fueron comparadas con los grupos alimentados 
con AcL, AcGAO y AcP, sin embargo, debido a que varios fragmentos presentaron 
homología con una misma secuencia (como se mencionó en los Resultados, en el punto 
4.5.1.2) solo fueron 3 las secuencias identificadas: ZP3, TAPBP1 y parte del genoma 
mitocondrial completo de la especie Oreochromis sp. 
ZP3 [Glicoproteína 3 de la Zona Pelúcida - Zona Pellucida Glycoprotein 3 (Sperm 
Receptor)], fue identificada con alta homología a partir de las bandas C12-456 y C12-
508. ZP3, actúa como ligando de la zona pelúcida (Del Rio y col., 2007) y sus funciones 
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se desarrollan durante la fertilización y el desarrollo pre-implantacional. Los estudios 
han demostrado que los sitios de expresión de estas proteínas difieren de una especie a 
otra. En rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) y en Pimephales promelas se ha descrito 
expresión hepática (Hyllner y col., 2001: Kapler y col., 2011), en Danio rerio y Ciprinus 
carpio se encontró solamente expresión ovárica (Wang y Gong, 1999; Mold y col., 2001), 
mientras que en medaka (Oryzias latipes) la expresión fue reportada tanto en hígado 
como ovarios (Hyllner y col., 2001). En este sentido, Berois y col., (2011) considera que 
la regulación de esta glicoproteína es compleja y que diferirá entre una especie y otra 
dependiendo de su lugar de expresión. Tal es así, que la regulación a través de los 
estrógenos puede ser modulada en el hígado y no en ovarios.   
Por otro lado, el gen TAPBP1, codifica una glicoproteína transmembrana que 
media la interacción entre las moléculas de clase I del complejo mayor de 
histocompatibilidad (MHC) y el transportador asociado con el procesamiento de 
antígenos (TAP) que se requiere para el transporte de péptidos antigénicos a través de 
la membrana del retículo endoplásmico (Bangia y Cresswell, 2005). 
Landis y col., (2005) sugirió que, dada la función que desarrolla el gen TAPBP y 
visto que en situaciones de infecciones virales se incrementa su expresión, en 
mamíferos, es posible que en peces su función sea la misma. Los trabajos realizados en 
Dicentrarchus labrax respecto a la caracterización genética de esta glicoproteína 
demostraron que se encuentra conservada a través de la evolución, lo que apoyaría la 
hipótesis que en peces la función sería semejante a la de mamíferos (Pinto y col., 2012). 
 
5.2.3. Expresión diferencial detectada por qRT-PCR. 
5.2.3.1. Genes Implicados en el Metabolismo de los ácidos grasos poliinsaturados 
El consumo de peces provenientes de la acuicultura ha experimentado un alto 
desarrollo y crecimiento en los últimos años, incrementando con ello el consumo de 
pescado para la elaboración de los piensos. Es sabido, que el aceite de pescado es el 
principal componente de la dieta de los peces provenientes de la acuicultura por su alto 
contenido de aceites esenciales poliinsaturados de cadena larga ω-3. Esta situación, 
plantea la necesidad de buscar nuevas fuentes de ácidos grasos PUFA para 
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complementar o sustituir el aceite de pescado de la dieta sin generar a su vez efectos 
negativos que puedan afectar la industria de la pesca y la acuicultura.  
Las investigaciones en nutrición y acuicultura de los últimos años, han centrado 
su atención en las dietas con fuentes de ácidos grasos PUFA (ω-3 y ω-6) provenientes de 
vegetales como la linaza (Linum usitatissimum), colza o canola (Brassica napus), soja 
(Glycine max), olivo (Olea europea), palma (Elaeis guineensis), girasol (Helianthus 
annuus), maíz (Zea mays) y sésamo (Sesamum indicum), así como los efectos que 
puedan tener sobre el bienestar de los peces y en su producción final (Izquierdo y col., 
2003; Menoyo y col., 2004; Wassef y col., 2012, 2014). Los aceites vegetales más 
comunes estudiados vienen siendo el aceite de soja (SBO), aceite de lino (LO), aceite de 
colza (RO) y entre los menos estudiados tenemos al aceite de palma (PO), de oliva (OO) 
y el aceite de girasol (SFO) (Torestensen y col., 2000, Menoyo y col., 2007; Wassef y col., 
2015). 
En los resultados obtenidos al reemplazar el aceite de pescado de la dieta por 
aceites vegetales (aceite de lino, girasol y girasol-alto oleico) se ha observado cambios 
en la expresión de genes que participan en el metabolismo de los ácidos grasos, en 
procesos hormonales y en indicadores de estrés. Estos resultados son coherentes con lo 
observado por diversos autores, donde se demuestra que los ácidos grasos 
polIinsaturados (ω-3 y ω-6), modifican, directa o indirectamente, la regulación de la 
expresión de genes que codifican enzimas fundamentales en diferentes vías metabólicas 
(Sessler y Ntambi, 1998; Montero y col., 2003; Mourente y col., 2005; Morais y col., 
2011, 2012a, 2012b., Daimiel y col., 2012).  
Es importante mencionar que la regulación génica por parte de los ácidos 
grasos se realiza a través de la interacción directa sobre receptores nucleares como el 
PPAR (Proliferator-Activated Receptor), RXRα (Retinoid X Receptor); LXRα (Liver X 
Receptor) y el HNF-4 (hepatic nuclear factor) y de manera indirecta a través de cascadas 
de señalización que van a actuar sobre factores de transcripción como el SREBP-1 (Sterol 
Regulatory Element Binding Protein-1), ChREBP (Carbohydrate Regulatory Element 
Binding Protein) y MLX (Max-like factor X) (Pégorier y col. 2004; Jump 2008; Jump y col. 
2008), que serán los encargados finales de controlar genes que participan en el 
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metabolismo de los ácidos grasos, colesterol y carbohidratos (Jump, 2004).  Se ha 
demostrado también, que la interacción gen-nutriente afecta el metabolismo y la 
diferenciación celular así como en el crecimiento, desarrollo, salud y bienestar de los 
mamíferos (Jump y Clarke, 1999; Duplus y col., 2000; Clarke, 2001, Montero e Izquierdo, 
2010). 
Se conoce que dietas ricas en PUFA disminuyen la síntesis de ácidos grasos a 
través de la represión de SREBP-1 que inhibe la lipogénesis hepática. Entre las enzimas 
que participan en este proceso y que pueden ser moduladas encontramos a la Acetil 
CoA carboxilasa (ACC) (Salati y Clarke, 1986), Sintasa de ácidos grasos (FAS) (Clarke y col. 
1990; Wang y col., 2010; Morais y col., 2011; Leng y col., 2012; Tian y col., 2015), ATP-
citrato liasa (ACLY) (Chypre y col., 2012), enzima málica (ME), Δ5-desaturasa (FAD5) (Cho 
y col., 1999a; Xue y col., 2015) y Δ6-desaturasa (FAD6) (Cho y col., 1999b: Tian y col., 
2015). 
De la misma manera, los ácidos graso PUFA, reducen la concentración de 
triacilgliceroles en la sangre a través de la oxidación de los ácidos grasos por medio de 
la activación de PPARα. Enzimas como lipoproteína-lipasa (LPL), Mitocondrial 
hidroximetilglutaril-CoA (HMG-CoA), Sintasa acil-CoA deshidrogenasa (MCAD) y la 
Carnitina Palmitoiltransferasa- (CPT-1) que participan en los procesos de oxidación 
pueden ser moduladas por acción de PPARα. 
En nuestro estudio, encontramos que las dietas basadas en aceite de lino, 
girasol y girasol alto oleico (ricas en 18:3n-3, 18:2n-6 y C18:1n-9, respectivamente) 
modularon la expresión de los genes ACLY y FAS disminuyendo su expresión. Se conoce 
que ambos genes codifican enzimas fundamentales que participan en la formación del 
primer ácido graso saturado: el ácido palmítico C16:0.  
En el caso de la expresión del gen FAS, concuerda con el estudio realizado en 
tilapias alimentadas con dietas suplementadas con aceite de soja y maíz, donde se 
observó disminución de la expresión de este gen en tejido hepático, muscular y adiposo 
(Tian y col., 2015). 
Aunque la disminución de la expresión del gen FAS no fue demasiado baja 
(entre -0,2 y -0,3 veces), consideramos que la síntesis de ácidos grasos saturados en las 
DISCUSIÓN 
99 
tilapias se vio afectada como respuesta a los aceites vegetales de la dieta, esta hipótesis 
se refuerza cuando encontramos la expresión del gen ACLY disminuida entre -0,3 y -0,5 
veces. Como se sabe, la enzima ACLY es determinante en la formación del Acetil-CoA a 
partir del Citrato en el citosol. A su vez, la acetil-CoA carboxilasa (ACC), la primera enzima 
limitante de la lipogénesis de novo, convierte el acetil-CoA en malonil-CoA, que se 
transforma en ácido palmítico C16:0 por acción de la enzima sintasa de ácidos grasos 
(FAS) (Figura 5.1). El ácido palmítico puede ser elongado o desaturado para producir 
otros ácidos grasos de cadena larga (Chypre y col., 2012).  
La menor expresión de las enzimas relacionadas con la síntesis de novo de 
ácidos grasos, ACLY y FAS, nos indican la disminución de la síntesis de ácidos grasos de 
cadena larga. Se conoce que dietas que contienen ácidos grasos del tipo PUFA regulan 
la expresión de los genes en el metabolismo de los lípidos a través del factor de 
transcripción SREBP-1 (Eberle y col., 2004; Jump 2008; Tanaka y col., 2010). 
 
 
Fig.5.1. Participación de la enzima ATP citrato liasa y ácido grasa sintasa en el metabolismo de los ácidos 
grasos. 
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Otro grupo de genes que encontramos afectados por el tipo de dieta 
administrada fueron la elongasa de ácidos grasos de cadena larga tipo 6 (ELOVL6), delta 
9 estearil-CoA-desaturasa (SCD) y delta-6 desaturasa (FAD6). Estas enzimas se encargan 
de elongar y desaturar el ácido palmítico (Figura 5.2 y 5.3) 
Las enzimas elongasas ELOVL son un familia de enzimas compuesta por 7 
miembros, los cuales participan en el proceso de elongación de los ácidos grasos 
sintetizados en el citosol, se localizan en la membrana del retículo endoplasmatico y se 
encargan de elongar los ácidos grasos SFA, MUFA y PUFA (Moon y col., 2001; Jakobsson 
y col., 2006; Monroig y col., 2010). Dentro de este grupo, el gen que sintetiza la enzima 
ELOVL6, participa en el primer paso de la elongación de los ácidos grasos, elongando los 
ácidos grasos saturados (SFA) y monoinsaturados (MUFA) de 12, 14 y 16 carbonos 
(Monroig y col., 2010).  
Los resultados de expresión para el gen ELOVL6 mostraron un incremento de 
1,8 veces más (p=0,099) en las tilapias alimentadas con aceite de lino (AcL) frente a las 
alimentadas con aceite de pescado, aunque no podemos afirmar que el ELOVL6 en 
nuestro trabajo esté contribuyendo en la elongación de los ácidos SFA ó MUFA porque 
su expresión no muestra significación estadística; es importante tenerla en cuenta ya 
que resultados similares se reportan en Atlantic Cod (Gadus morhua) alimentado con 
aceite de camelina, donde elovl6 se encontró 2.13 veces más expresada (aunque el valor 
no fue estadísticamente significativo) cuando se les comparó con los alimentados con 
aceite de pescado (Xue y col., 2014). Cabe indicar que el aceite de camelina es rico en 
ácidos grasos 18:n3 y 18:2n-6 al igual que el aceite de lino que está compuesto por un 
53% de ALN-18n:3 y 16% de AL 18:2n-6. 
La estearil-coA desaturasa (SCD) es la enzima más relevante que interviene en 
el paso limitante de la ruta de desaturación de ácidos grasos de cadena larga. Esta delta 
9-desaturasa promueve la síntesis de ácidos grasos monoinsaturados (MUFA) a partir de 
substratos saturados. Específicamente, su actividad se asocia a una mayor producción 
de ácido oleico (C18:1n-9) y ácido palmitoleico (C16:1n-7) (Jeffcoat y col., 1977; Hsieh y 
col., 2003). 
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En tilapias alimentadas con dietas basadas en aceites vegetales, la expresión 
del gen SCD se encontró incrementada (p<0,001) coincidiendo con los resultados 
reportados en carpas (Ctenopharyngodon idellus) alimentados con dietas basadas en 
aceite de soja y lino suplementadas con PUFA de cadena larga (Ji y col., 2011). Se conoce 
que la regulación del gen SCD está influenciada por la temperatura (Ma y col., 2015) y la 
dieta (Cheng y col., 2014). Se ha publicado que dietas elevadas de ácidos grasos 
saturados incrementan su expresión (Polley y col., 2003; Hsieh y col., 2007) 
contrariamente al efecto que producen los PUFA, que la disminuyen (Ntambi y Miyazaki, 
2004). 
 
 
 
Figura 5.2. Esquema de las etapas de la formación de los ácidos grasos 
monoinsaturados (MUFA). La expresión de las enzimas remarcadas con un círculo se 
encuentras reguladas por una dieta rica en ácidos grasos poliinsaturados (PUFA). 
FAS: Sintasa de ácidos grasos; SCD: delta-9-estearil-CoA desaturasa; ELOVL6: 
elongasa de ácidos graos de cadena larga tipo 6. 
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Es interesante apuntar que este gen fue el único, entre los encontrados, que 
mostraron diferencia de expresión bastante alta según el tipo de aceite utilizado. Tal es 
así que, en el grupo de peces alimentados con aceite de girasol (AcGAO), aceite de lino 
(AcL) y aceite de girasol (AcGAO) la expresión fue 42,4, 27,7 y 9 veces mayor 
(respectivamente) frente a las tilapias alimentadas con aceite de pescado. 
Nuestros resultados difieren con lo obtenido en estudios previos en carpa 
(Cyprinus carpio) donde la expresión se encontró disminuida en tejido hepático (Cheng 
y col., 2014) y en salmón (Salmo salar) (Jordal y col., 2005). 
Así mismo, en los peces alimentados con dieta a base de aceites vegetales 
frente a los alimentados con aceite de pescado, se encontró niveles altos de expresión 
de la enzima delta-6 desaturasa (FAD6), sugiriendo la alteración en la ruta metabólica 
de la síntesis de lípidos en el hígado (Fig.5.3). El incremento de la enzima FAD6 (5,7 veces 
más expresada) podría explicarse por el reemplazo de la dieta a base de aceite de 
pescado, que contiene altas cantidades de ácidos grasos n-3 insaturados de cadena larga 
(EPA y DHA) que actúan como inhibidores del metabolismo de los lípidos (Ji y col., 2009). 
Estos resultados concuerdan con los obtenidos en salmón (Salmo salar) alimentado con 
aceites vegetales (Zheng y col., 2005; Leaver y col., 2008; Morais y col., 2011), en 
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) (Seiliez y col., 2001; Zheng y col., 2004; Panserat y 
col., 2009) en pez cebra (Danio rerio) (Jaya-Ram y col., 2008), en lubina (Dicentrarchus 
labrax) (González-Rovira y col., 2009) y pez gato (Ictalurus punctatus) (Santerre y col., 
2015). 
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Figura 5.3. Esquema de la elongación de los ácidos grasos poliinsaturados (PUFA). 
 
Los factores de transcripción denominados Proteína de Unión al Elemento de 
Respuesta a Esteroles (SREBP) son proteínas que participan en la regulación del 
metabolismo del colesterol y ácidos grasos. Su expresión se halla regulada por factores 
hormonales y a la dieta. Se ha demostrado que los ácidos grasos PUFA (ω-3 y ω-6) y 
algunos de sus metabolitos, son capaces de regular su expresión porque antagonizan los 
efectos del receptor X hepático (LXR) (necesario para la transcripción eficiente del gen 
SREBP-1) al competir con el ligando endógeno de éste (los oxisteroles intermediarios en 
la biosíntesis del colesterol) (Ou y col., 2001). Los resultados mostraron que SREBP-1 se 
encontró incrementada significativamente (2 veces más) cuando la tilapia fue 
alimentada con aceite de lino (AcL) y aceite de girasol (AcG), sin embargo en los peces 
alimentados con aceite de girasol alto oleico (AcGAO) se encontró que su expresión 
estuvo disminuida (-0,5 veces) cuando se compararon con los peces alimentados con 
AcP.  
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El receptor nuclear PPARα (receptor activado por proliferadores de 
peroxisomas α) es el regulador principal de la oxidación de los ácidos grasos. Su 
activación induce la expresión de genes involucrados en la β y ω oxidación. La expresión 
del gen PPARα está regulada a estímulos como, el estrés, la liberación de insulina, la 
liberación de leptina en tejido adiposo y la acción de la hormona de crecimiento (GH). 
En el hígado la expresión del PPARα se activa en respuesta a la inanición que permite el 
incremento en la expresión de los genes diana PPARα lo que conduce a un aumento del 
catabolismo de los ácidos grasos. Los factores de transcripción que regulan la expresión 
del gen PPARα incluyen al factor de hepatocitos nuclear 4 (HNF-4) que es un activador 
de la transcripción. Los resultados del estudio mostraron que la expresión del gen PPARα 
y HNF-4 no fueron reguladas por las dietas suministradas a las tilapias. 
No ocurre lo mismo en el caso de los genes Acil CoA Sintetasa para ácidos grasos 
de cadena larga (ACSL1) y Enoil-CoA hidratasa (ECH1) involucrados en el proceso de 
oxidación de los ácidos grasos, que en ambos casos fueron modulados.  En el caso del 
gen ACSL1 su expresión se encontró disminuida significativamente solo en el grupo 
alimentado con aceite de girasol (AcG) y en el caso de ECH1 se encontró que tanto las 
dietas basadas en aceite de girasol (AcG) y girasol alto oleico (AcGAO) disminuyeron su 
expresión. Este resultado concuerda con lo reportado en salmón (Salmo salar) 
alimentado con aceite de colza (Jordal y col., 2005). Los estudios demostraron que dietas 
ricas en ácidos grasos de cadena larga (HUFA) como DHA (22:6n-3) y EPA (20:5n-3), 
incrementaron la actividad de las enzimas que participan en la oxidación de los ácidos 
grasos en la mitocondria y los peroxisomas (Halminski y col., 1991; Jump y col., 1996; 
Ide y col., 2000). 
Al igual que en los mamíferos, los peces movilizan los distintos lípidos a través 
de las lipoproteínas (VLDL, LDL y HDL). La lipoproteína HDL es la más abundante en el 
plasma y presenta dos apoliproteínas, apoA-I y apoA-II (Choudhury y col., 2009). Se 
conoce que ApoA-I y II son transportadoras lípidos, pero además ApoA-I fue asociada 
con el sistema inmune innato y con su participación en el metabolismo lipídico. La 
expresión de ApoA-I en tilapias alimentadas con dietas de ácidos grasos vegetales se 
encontró incrementada frente a las alimentadas con aceite de pescado donde su 
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expresión se encontró disminuida. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en 
salmón (Salmo salar) alimentado con aceite de canola (Jordal y col., 2005). 
El gen USF1 (upstream stimulatory factor 1) se encuentra implicado en la 
respuesta del organismo a la glucosa, a la ingesta de hidratos de carbono y a los ácidos 
grasos de la dieta. Entre los genes que es capaz de regular se incluyen los de varias 
apolipoproteínas, lipasa hormona-sensible, ácido graso sintasa, glucocinasa, receptor 
del glucagón y el factor de crecimiento IGF-II (Szentirmay y col., 2003). En tilapias 
alimentadas con AL, la expresión del gen USF1 se encontró incrementada 1,8 veces más 
que en las alimentadas con aceite de pescado. 
 
5.1.1.1. Genes relacionados con el estrés. 
La mayoría de estudios que compararon los efectos de dietas ricas y pobres en 
ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) sobre la respuesta inmune, concluyen que las 
dietas ricas en PUFA disminuyen este tipo de respuesta, aunque su efecto dependerá de 
la naturaleza y cantidad de PUFA ingerido y de la especie en estudio. 
El gen KRL (Killer cell-like receptor) codifica células conocidas como “células 
natural killer” (NK), las cuales pertenecen al sistema inmune y desarrollan una actividad 
similar a la de los linfocitos. Participan en la protección frente a virus, bacterias 
intracelulares o células tumorales (Kikuno y col., 2004; Dong y col., 2007) y pueden 
regular la respuesta inmune innata o adquirida (Kumar y Delovith, 2014). En las tilapias 
alimentadas con dietas de aceites vegetales (AcL, AcG y AcGAO), la expresión del gen 
KRL se encontró disminuida cuando se les comparó con el grupo alimentado con aceites 
de pescado. Esta respuesta de regulación podría deberse al tipo de ácido graso ingerido, 
indicando mejor adaptabilidad al medio y resistencia al estrés en las tilapias alimentadas 
con aceites vegetales.  
Otros genes que mostraron ser modulados por el tipo de aceite en la dieta 
fueron los genes que codifican proteínas de choque térmico (HSP) como HSP70 y HSP90. 
Las HSP, son una familia de proteínas cuya expresión se encuentra relacionada a 
procesos de estrés. Los aumentos de temperatura, aclimatación a cambios de salinidad, 
agentes infecciosos, inflamaciones, contaminantes, competición, son situaciones que 
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aumentan la respuesta de éstas proteínas permitiendo la adaptación de las células a 
condiciones adversas, constituyéndose así en un mecanismo de defensa y protección de 
daño celular (Deane y col., 2002; Sorensen y col., 2003; Roberts y col., 2010; Tine y col., 
2010). Entre los moduladores de los HSP, encontramos estudios en humanos que 
mencionan a ciertos ácidos grasos como el ácido araquidónico (AA) y docosahexaenoico 
(DHA) (Jurivich y col., 1994). En rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), se reporta que los 
PUFA (DHA y AA), mejoran la respuesta al estrés térmico al incrementar la expresión del 
HSP70 (Samples y col., 1999) y que la expresión del HSP90 fue incrementada en tejido 
hepático cuando fueron alimentadas con dietas que contenían harina de soja 
(Vilhelmson y col., 2004; Sealey y col., 2010). De igual manera, en salmón, la respuesta 
del HSP70 se vio incrementada cuando la dieta fue reemplazada con aceites vegetales 
(Morais y col., 2011). En nuestro trabajo, no encontramos efectos de modulación en la 
expresión del HSP90, lo que coincide con lo reportado por Montero y col. (2015) y 
contrariamente el HSP70 se encontró disminuido en los peces alimentados con aceites 
vegetales, al igual que lo obtenido por Benitez-Dorta y col. (2013) que reporta la 
reducción de la expresión de los HSP en diferentes tejidos de Senegalese sole (Solea 
senegalensis) alimentados con dietas basadas en aceites vegetales. Consideramos que 
en este estudio, el reemplazo total del aceite de pescado por dietas de aceites vegetales 
no generó situaciones de estrés debido al mejor aprovechamiento de los nutrientes que 
propició mejor calidad de agua y un mejor balance celular. 
En peces, se ha demostrado con diversos estudios, la estrecha relación de los 
sistemas nervioso, endocrino e inmune a la hora de generar respuesta al estrés 
(Bateman y col., 1989; Barton y Iwama, 1991; Ruane y col., 1999). Las respuestas a los 
estímulos, se realizan gracias a ejes hormonales y a la actuación de neuropéptidos, 
hormonas, citoquinas y sustancias que actúan como mediadoras de la respuesta, con el 
fin de mantener la homeostasis (Ottaviani y Franceschi, 1998). Entre las hormonas que 
responden activamente bajo situaciones de estrés mencionaremos a la Prolactina (PRL), 
la hormona de crecimiento (GH) y los factores de crecimiento insulínico tipo I y II (IGF-I 
y IGF-II) que regulan el crecimiento corporal, metabolismo, reparación de tejidos y 
crecimiento, reparación y funcionamiento del sistema inmune (Bjornsson y col., 1994).  
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La participación de los ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) como el AA, EPA, 
DHA y DHGLA se produce a través de su conversión a eicosanoides (prostaglandinas, 
tromboxanos y leucotrienos). Se ha demostrado el papel de los ecosanoides como 
reguladores de procesos fisiológicos en peces, que incluyen procesos cardiovasculares 
(McKezie, 2001) ovulación y maduración de los ovocitos, función del sistema nervioso, 
osmorregulación y respuesta a procesos inflamatorios e inmunes (Mustafa ySrivastava, 
1989; Rowley y col., 1985; Van Anholt y col., 2003, 2004). 
En teleósteos eurihalinos como la tilapia, la hormona prolactina cumple un rol 
esencial en la adaptación a las aguas dulces a través de su participación en el equilibrio 
hidromineral (previene la pérdida o incremento de iones Na2+, Cl- y agua del organismo) 
y la osmorregulación (MacCormick, 2001; Manzon, 2002; Sakamoto y McCormick, 2006; 
Seale y col., 2013). En rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), se encontró que la 
prolactina participa en la estimulación del sistema inmune específicamente sobre la 
actividad de las células fagocíticas (Yada y col., 1999; 2002) y en O. mossambicus los 
estudios mostraron que la prolactina está regulada por una variedad de procesos 
fisiológicos que incluyen el balance hidromineral, el crecimiento,  el estrés, la respuesta 
inmune y la reproducción (Seale y col., 2013). 
Otros estudios realizados en O. mossambicus revelan que el ácido araquidónico 
(AA) una vez convertido en prostaglandina actúa modulando hormonas como el cortisol 
y la prolactina en respuesta al proceso de osmoregulación (Van Anholt y col., 2004). El 
proceso comienza con la síntesis de la prostaglandina por acción de la enzima fosfolipasa 
A2 que produce la hidrólisis del enlace fosfodiéster de los fosfolípidos de la membrana 
celular, liberando un ácido graso de 20 carbonos que será metabolizado por la vía de la 
ciclooxygenasa en prostanglandina y tromboxanos (Smith, 1989).  En este trabajo, la 
prolactina (medida a través de su receptor) se encontró disminuida en los peces 
alimentados con aceites vegetales frente a los alimentados con aceite de pescado, en 
este sentido consideramos que los ácidos grasos PUFA no tuvieron ninguna influencia 
en su modulación. No ocurre lo mismo en los peces alimentados con aceites de pescado, 
en los que la expresión de la prolactina se encontró incrementada en 2.5 veces más, 
sugiriendo stress por osmoregulación probablemente debida a un desequilibrio 
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oxidativo. Esta situación es confirmada con los valores incrementados por encima del 
rango recomendado de iones cloruro (Cl-) y sodio (Na+) en el medio acuático (Túpac 
Yupanqui y col., 2011) y que concuerda con lo reportado en estudios de O. mossambicus, 
donde se encontró que la liberación de prolactina fue regulada por balance hidromineral 
(Seale y col., 2013).   
De la misma manera, la expresión de la hormona de crecimiento (GH) y el factor 
de crecimiento insulínico tipo I (IGF-I) se encontraron disminuidas en los peces 
alimentados con aceite de pescado cuando se comparó con los alimentados con dietas 
de aceites vegetales, lo que indicaría respuesta al estrés oxidativo, como se ha descrito 
en sea bream (Sparus aurata) (Saera-Vila y col., 2009).  
Las hormonas GH, IGF-I y IGF-II, además de tener efecto directo en los procesos 
metabólicos, promueve el crecimiento óseo, la síntesis de proteínas en el músculo y la 
secreción de ácidos grasos del tejido adiposo, reproducción y osmoregulación en peces 
marinos (McCormick y Bradshaw, 2006). Tang y col., (2001), encontró niveles elevados 
de GH en pez gato (Ictalurus punctatus), cuando fueron expuestos a aguas salobres, lo 
que indicaría su participación en procesos de osmorregulación. Los estudios en diversas 
especies han mostrado también que la GH es un potente regulador de la expresión del 
IGF-I y del IGF-II (Ferry y col., 1999; Kajimura y col., 2001; Le Roith 2003; Biga y col., 2004, 
Peterson y col., 2004). Así mismo Haddad (2002) reporta que GH, IGF-I y IGF-II son 
reguladas en peces alimentados con aceite de pescado incrementando su expresión, lo 
que indicaría estrés por osmoregulación debido a un desbalance celular redox. 
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La técnica de DD nos ha permitido identificar secuencias de Tilapia del Nilo 
homólogas a los genes CNTN3, EPD1 y PLXNA4 que participan en procesos neuronales 
como la regeneración axonal y el desarrollo del sistema nervioso. Esta expresión 
diferencial manifestada por la presencia-ausencia o intensidad variable de las bandas 
amplificadas entre los grupos alimentados ad libitum y una vez al día, nos permite 
concluir que la frecuencia de alimentación de una vez al día ha influenciado 
negativamente en la expresión de estos genes. 
En la observación de distintos patrones de expresión entre los peces 
alimentados con aceites vegetales frente a los alimentados con aceite de pescado, se 
identificaron genes como LAMA3, STRIP, GABARAPL1, GAPDH y TAPBP1, cuyas funciones 
son conocidas en mamíferos por su implicación en la formación y elasticidad de la piel, 
organización del citoesqueleto, inmunidad, transporte de antígenos y procesos de 
respuesta frente a infecciones, nos permiten pensar que los ácidos grasos vegetales 
participan activamente en la modulación de genes implicados en la respuesta inmune. 
El aumento significativo de la expresión de los genes ELOLV6, SCD y FAD6 en el 
grupo de peces alimentados con aceites vegetales, nos confirma que la dieta basada en 
aceites vegetales influye directamente sobre la actividad de enzimas que participan en 
la elongación y desaturación de los ácidos grasos. 
La sustitución del aceite de pescado por aceites vegetales de la dieta, 
disminuyeron la expresión de determinados genes que participan en situaciones de 
estrés por osmorregulación, choque térmico y respuesta inmune sugiriendo mejor 
adaptabilidad al medio, mayor aprovechamiento de los nutrientes y resistencia al estrés. 
A vista de los resultados, consideramos que es posible reemplazar el aceite de 
pescado por aceites vegetales en la dieta de la Tilapia del Nilo sin inhibir la síntesis de 
los ácidos grasos PUFA de cadena larga ni afectar el bienestar animal. 
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